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ABREVIATURAS

4P-PDOT = 4-fenil-2-propioamidotetralina
5-MCA-NAT = 5-metoxi-carbonilamino-N-acetiltriptamina
6-OH-melatonina = 6-hidroximelatonina

A = Adrenalina

AA = Acido araquiddnico

AANAT = Arilalquilamino-N-acetiltransferasa
AC = Adenilato ciclasa

ADN = Acido desoxirribonucleico

ADRAZ2A = receptor adrenérgico aza

ADRB2 = receptores adrenérgicos B2

AFMK = N1-acetil-N2-formil-metoxicinuramina
AMK = N-acetil-metoxicinuramina

AMPc = Adenosina monofosfato ciclico

ARN = Acido ribonucleico

ARNmM = ARN mensajero

ATP = Adenosina 5'-trifosfato

BSA = Albamina sérica bovina

Bomba Na'/K* ATP.s, = Adenosin-trifosfatasa Na-K activada, ATPasa Na-K
Ca %" = Cati6n calcio

[Ca®*]; = concentracién de calcio intracelular
CA = Anhidrasa carbonica

CaM = Calcio calmodulina

CI" = Anion cloruro

CI'; = Cloruro intracelular

DAG = Diacilglicerol



Abreviaturas

DAPI = 4',6-diamidino-2-fenilindol

DH-97 = N-pentanoil-2-benciltriptamina

DMA = Dimethylamiloride

D-MEM = Medio MEM modificado por Dulbeco
dNTPs = Desoxinucledtidos trifosfato

EPMA = Microanalisis mediante sonde de electrones
ENP = Epitelio no pigmentado

EP = Epitelio pigmentado

Fin = Flujo de entrada

Fout = Flujo de salida

Fwrab = Flujo de salida a través de via trabecular

Fu = Flujo de salida a través de via uveal

FBS = Suero bovino fetal

FITC = Isotiocianato de fluoresceina

Fmax = Fluorescencia maxima, equivalente a la minima [CI]
GC = Guanilato ciclasa

GPCRs = Familia de receptores acoplados a proteinas G
H+ = Catién de hidrogeno (protdn)

HA = Humor acuoso

HCO3 = Bicarbonato

HIOMT = Hidroxiindol-O-metiltransferasa

IBMX = Isobutil metil xantina

IP3 = Inositol trifosfato

Isc = Corriente de cortocircuito

IUPHAR = International Union of Pharmacology

K+ = Cation potasio

LOX = Lipooxigenasa
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MEM = Medio esencial minimo

MgCl, = Cloruro de magnesio

MQAE = Bromuro de N-(etoxicarbonilmetil)-6-metoxiquinolinio
MT; = Receptor de melatonina MT1

MT, = Receptor de melatonina MT2

MT3 = Receptor de melatonina MT3

NA = Noradrenalina

Na* = Catién sodio

NaCl = Cloruro sédico

NO = Oxido nitrico

NOS = Oxido nitrico sintasa

NPY = Neuropéptido Y

NQO2 = QR2 = EC 1.10.99.2 = Quinona reductasa 2
P2Y, = Receptor purinergico metabotrdpico 2
PCR = Reaccion en cadena de la polimerasa
PFA = Paraformaldehido

PGE; = Prostanglandina E,

Pl = fosfatidilinositol

PIO = Presion intraocular

Po = probabilidad de apertura

PKA = Proteina kinasa A

PKG = fosfokimasa G

PLA, = Fosfolipasa A;

PLC = Fosfolipasa C

PKC = Protein kinasa C

RT = Retroranscripcion

RT-PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa
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SNC = Sistema nervioso central

SFK = Familia de kinasas Src

tso = tiempo transcurrido para la obtencion de %2 Fmax

TNFa = Factor de necrosis tumoral a

TRITC = Isotiocianato de tetrametil-rodamina

UV = Ultravioleta

(V) = Velocidad de de secrecion, diferencial en la [Clj] por unidad de tiempo
VIP = Péptido intestinal vasoactivo

VMAT2 = Transportador vesicular de monoaminas de tipo 2






Resumen



Resumen

RESUMEN

El glaucoma engloba una serie de enfermedades que se caracterizan por la
pérdida progresiva de las células ganglionares de la retina y la neuropatia del
nervio Optico, que desencadenan finalmente una ceguera irreversible. La
elevacion de la presion intraocular (PIO) aparece como el principal
desencadenante de esta patologia en la mayoria de los casos, ya que produce
una disminucién del flujo sanguineo hacia la retina y un aumento del estrés
oxidativo. La estrategia terapéutica mas comun implica el uso de farmacos

hipotensores, a menudo combinados, asociados a efectos no deseados.

En este marco, la melatonina y sus analogos, como el 5-MCA-NAT, surgen
como alternativas a los farmacos ya existentes, por sus propiedades
hipotensoras y antioxidantes y, en el caso del 5-MCA-NAT, por su posible
accion a largo plazo. El objetivo de esta tesis es elucidar los mecanismos de la
accion hipotensora aguda ya descrita para estos compuestos, determinando
ademas el receptor y las vias de sefializacion implicadas en esta respuesta a
corto plazo. En este mismo sentido nos proponemos confirmar la existencia de
efectos hipotensores a largo plazo, analizando esta respuesta a diferentes
farmacos y esclareciendo si ésta se debe a la capacidad de estos compuestos
como modificadores de la expresibn génica de enzimas o0 receptores

implicados en la regulacion de la PIO.

Mediante espectrofluorimetria con sonda MQAE sensible a CI, hemos
analizado la secrecion de este i6n en células no pigmentadas de proceso ciliar
(NPE). La secrecion de CI ha sido descrita como el paso fundamental y
limitante en la produccion del HA, jugando por lo tanto un papel destacado en
la regulacion de la PIO. Nuestros resultados demuestran la capacidad de
ambas substancias para reducir la secrecién de este i6n en células NPE
inmortalizadas; no obstante la respuesta del 5-MCA-NAT es mas potente y
duradera que la obtenida en el caso de la melatonina. Ademas, esta respuesta
presenta un comportamiento dosis-dependiente para ambas substancias

implicando la mediacion de receptores o enzimas en esta regulacion.
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Hasta la fecha han sido descritos tres tipos de receptores de melatonina:
MT,: y MT,, que han sido clonados, y un receptor putativo denominado MTs.
Con objeto de elucidar que receptor es el implicado en nuestra respuesta se
ensayaron diferentes antagonistas selectivos. Sorprendentemente, uno de los
antagonistas selectivos del MT, y un antagonista no selectivo potenciaron la

accion de nuestros compuestos.

Descartados los receptores MT; y MT, estudiamos la implicacion de
receptor MTs. En la actualidad existe una gran controversia sobre la identidad
de este receptor. De forma clasica para este receptor ha sido descrito un
agonista selectivo frente al MT; y MT,, el 5-MCA-NAT, y un antagonista
selectivo, el prazosin. Al utilizar este compuesto, se constata una importante
reversion de la accion de nuestros compuestos, lo que sugiere a este receptor

como el mediador de esta accion.

La literatura actual expone la via de la PKC/PLC como la via de
transduccion de sefiales acoplada al MT3. Nuestros resultados indican que esta
via no es la responsable de los efectos observados, sino que estos se dan por

un aumento en las concentraciones citosolicas de AMP..

Ademas de los efectos hipotensores agudos, el 5-MCA-NAT proyecta su
accion mas alla de las 96 horas. Mediante qPCR hemos constatado que tanto
la melatonina como el 5-MCA-NAT son capaces de reducir la transcripcion de
los genes que codifican las anhidrasas carbdnicas CAIl y CAXIl, enzimas que
regulan indirectamente la secrecién de CI'; sin embargo Unicamente el 5-MCA-
NAT consigue una reduccion de CA XIl mas all4 de las 72 horas. Esta
disminucién en los niveles de mensajero se traduce en una disminucion de los
niveles de enzima, medidos mediante inmunotincién, en modelo in vitro e in

Vivo.

En este mismo sentido, mediante tonometria, constatamos una
potenciacién en modelo in vivo de los efectos hipotensores del Trusop®,
inhibidor de las CAs utilizado en el tratamiento del glaucoma, en conejos

pretratados con una Unica dosis de 5-MCA-NAT.
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Las CAs no son las unicas dianas de estas moléculas a nivel de regulacion
geénica. Los datos recogidos sefalan a los adrenoreceptores aza (ADRA2A) y 3
(ADRB2), implicados en la regulacion de la dinamica del humor acuoso, como
dianas también de este efecto a largo plazo. Los estudios realizados in vitro
muestran un aumento en los niveles de mensajero de los ADRA2A tras 48-72
horas del tratamiento con nuestros agonistas, y a las 24 horas en el caso de los
ADRB2, manteniéndose mas alla de las 72 horas. Estos cambios se traducen a
nivel de proteina en ambos casos, no obstante en los ADRB2 ésta se da en
una proporcion inferior a la esperada. Este hecho queda respaldado por los
datos obtenidos in vivo, donde la potenciacion del efecto del timolol
(betablogueante antiglaucomatoso) es muy inferior al obtenido por Ila
brimonidina ( agonista de los ADRA2A). En este mismo sentido, los estudios de
regulacion génica in vivo a las 24 horas muestran los cambios esperados, sin
embargo en éstos soOlo los ADRA2A muestran cambios extremadamente
significativos, y Unicamente en el caso del pretratamiento con 5-MCA-NAT.

Nuestros resultados indican que la accidon hipotensora de la melatonina y el
5-MCA-NAT se deben en su accion a corto plazo a una disminucion aguda en
la secrecion de CI de la células del ENP, lo que implica una disminucion en la
produccion del HA y por lo tanto la P1O. Esta accidén se establece a través de
un receptor sensible al prazosin (clasicamente denominado MT3) y mediada

por un aumento intracelular de AMP..

Ambos compuestos presentan ademas una accion a largo plazo
fundamentada, al menos en parte, en la regulacion génica de ADRA2A, ADRB2
y de las isoenzimas CA Il y CA XIl. Esta accion se traduce en fenomenos de
potenciacion de otros farmacos antihipertensivos mediante la utilizacion de una
Gnica dosis de nuestros compuestos y durante periodos superiores a 96 horas.
Esta capacidad potenciadora junto con su capacidad hipotensora y antioxidante
convierten a estas moléculas en potenciales farmacos para el tratamiento de la

hipertension ocular y el glaucoma.
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SUMMARY

Glaucoma is the term applied to a group of eye diseases characterized by
progressive loss of retinal ganglion cell and optic nerve neuropathy and
eventually triggers irreversible blindness. The elevated intraocular pressure
(IOP) appears as the main feature for this disease in most of the cases, since it
produces a reduction of blood flow to the retina and increased oxidative stress.
Consequently the most common therapeutic strategy is based on the use of
antihypertensive drugs, often in combination, but unfortunatelly associated with
undesirable effects.

In this context, melatonin and its analogues, such as 5-MCA-NAT emerge
as alternatives to the existing drugs, offering the advantage of hypotensive and
antioxidant properties and in the case of 5-MCA-NAT, and providing potential
long term action. The objective of this thesis is to elucidate the mechanisms of
the acute hypotensive action, already described for these compounds and
determining the receptor and signaling pathways involved in this short-term
response. In addition we wish to confirm the existence of long term hypotensive
effects, analyzing different drugs and clarifying whether this is a consequence of
the ability of these compounds as modifiers of gene expression of enzymes or

receptors involved in the regulation of IOP.

Using spectrofluorimetry with probe MQAE sensitive to CI, we have
analyzed the secretion of this ion in non-pigmented epithelial cells from the
ciliary processes (NPE). CI secretion has been described as the key rate-
limiting step in the production of aqueous humor, thus playing an important role
in the regulation of IOP. Our results demonstrate the ability of both substances
to reduce the secretion of this ion in immortalized NPE cells; nevertheless the
response of 5-MCA-NAT is more potent lasting more than that obtained in the
case of melatonin. Besides, both present a dose-dependent involving in this

regulation the action of receptors or enzymes.

To date there have been described three types of melatonin receptors: MT1
and MT2, which have been cloned, and a putative receptor called MT3. In order
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to elucidate which receptor is involved in our response we tested different
selective antagonists. Surprisingly, one of the selective MT, receptor antagonist

and a nonselective one enhanced the action of our compounds.

Discarding the MT,; and MT, receptors we studied the involvement of MT;
receptor. At the present time there is much controversy about the identity of this
receptor. Conventionally it has been described a selective MTz-agonist versus
MT; and MT,, 5-MCA-NAT, and a selective antagonist for this receptor,
prazosin. Using the latter, we observed a significant reversal in the action of our

compounds, suggesting this receptor as the mediator of this action.

Existing literature states the PKC/PLC cascade as the transduction pathway
coupled to MTs. Our results indicate that this pathway is not responsible for the
observed effects, but these are the result of an increase in cytosolic levels of
CAMP.

In addition to the acute hypotensive effects, 5-MCA-NAT projects its action
for more than 96 hours. Using gPCR we found that both, melatonin and 5-MCA-
NAT, are capable of reducing the transcription of genes encoding the CAIl and
CAXIl carbonic anhydrase enzymes, which indirectly are regulating the CI
secretion; however only 5-MCA-NAT achieves a CA Xll reduction for more than
72 hours. This decrease in the messenger, results also in a reduction in enzyme

levels, measured by immunostaining, in vitro and in vivo models.

In this sense, through tonometry, we see an enhancement in in vivo model
of the hypotensive effects of Trusop®, which is a CAs inhibitor used in the

treatment of glaucoma, in rabbits pretreated with a single dose of 5-MCA-NAT.

CAs are not the only targets of these molecules at the level of gene
regulation. The collected data indicate the a.a (ADRA2A) and B, adrenoceptor
(ADRB2), as long-term effect targets involved in the regulation of the aqueous
humor dynamics. Studies in vitro show increased levels of the ADRA2A
messenger after 48-72 hours of treatment with our agonists, and 24 hours in the
case of ADRB2, retaining the effect for more than 72 hours. These changes are
translated into protein level in both cases, but in the case of ADRB2 this is

occurring in lower than expected proportion. This fact is supported by the data
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obtained in vivo, where the potentiation of the effect of timolol
(antiglaucomatous B-blocker) is much lower than that obtained by brimonidine
(agonist of ADRAZ2A). In this sense, studies of in vivo gene regulation after 24
hours demonstrate the expected changes, however only in the case of ADRA2A
showed extremely significant changes, and exclusively when they were
pretreated with 5-MCA-NAT.

Our results indicate that the short-term hypotensive action of melatonin and
5-MCA-NAT leads to a sharp decrease in the secretion of CI" in NPE cells,
implicating a decrease in agueous humor production and therefore in the IOP.
This action is established through a receptor sensitive to prazosin
(conventionally called MT3) and mediated by an intracellular increase of the
CAMP.

Both compounds present a long term action based, at least in part, on the
CA Il and CA Xll and ADRA2A and ADRB2, isoenzymes and receptor gene
regulation respectively. This action results in the potentiation of other
antihypertensive drugs using a single dose of our compounds and for periods
exceeding 96 hours. This potentiating capacity along with their hypotensive and
antioxidant ability makes these molecules promising drugs for the treatment of

ocular hypertension and glaucoma.
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I. INTRODUCCION

1. EL GLOBO OCULAR

1.1 CARACTERISTICAS Y ESTRUCTURAS

El globo ocular es una estructura esférica que en humanos puede alcanzar
un didmetro aproximado de 2.5 cm y un volumen de 6.5 ml. En esta estructura
podemos diferenciar claramente una zona anterior, mas curvada, llamada
cérnea y que abarca 1/6 de la circunferencia total y una zona posterior, llamada
esclera o esclerética, menos curvada, y que abarca los 5/6 restantes de la

circunferencia del globo ocular (Forrester 2002) (Fig. 1.1).

LIGAMENTO
SUSPENSORIO DEL
CRISTALINO

CRISTALINO

MACULA BﬁM ARA
ANTERIOR

IRIS

VASOS SANGUINEOS CORNEA
PUPILA
CAMARA
POSTERIOR
ERVIO CUERPO Y MUSCULO
Em:n CILIAR

ESCLEROTICA
COROIDES

RETINA

Figura 1.1. Corte sagital de ojo.
En el podemos distinguir las diferentes tunicas, estructuras internas y camaras que

delimitan. imagen obtenida de http://gavetasdemiescritorio.blogspot.com.es/2015/01/funcion-de-las-estructuras-
internas-del.html
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El globo ocular estd compuesto por tres capas o tunicas basicas. La mas
externa es la tunica fibrosa (cornoescleral), la capa intermedia llamada Uvea o
tracto uveal (compuesta por la coroides, el iris y el cuerpo ciliar) y la capa
neural (retina), que es la mas interna (Davson and Graham 1974). Estas tres
capas sellan un espacio interior que contiene los medios transparentes: el
humor acuoso, el cristalino y el cuerpo vitreo, siendo el cristalino el que separa
ambos en camaras independientes. Asi mismo, el humor acuoso esta
contenido en dos camaras (anterior y posterior) separadas por el iris (Fig. 1.1 y
Fig 1.2). La capa externa mas fibrosa, compuesta por la cérnea, la escleray la
uniébn de ambas (limbo esclerocorneal), proporciona proteccion y apoyo
estructural para el resto de estructuras intraoculares. (Forrester 2002).

La funcién del globo ocular estd intimamente relacionada con las células
especializadas de la capa neural: los conos y bastones. Ambos tipos celulares
son los encargados de la fotorrecepcion, proceso por el cual la luz incidente
sobre la retina es transformada en potenciales de accién que pueden ser
enviados por el nervio Gptico hacia el encéfalo donde se produce finalmente, el
fendbmeno de la vision (la Cour and Ehinger 2006). El resto de estructuras
oculares, aunque secundarias a esta funcion, son necesarias para el correcto
funcionamiento del sistema visual. Asi, la cérnea y el cristalino son
imprescindibles para la transmision y el correcto enfoque de la imagen en la
retina, el iris y el cuerpo ciliar son necesarios para nutrir las estructuras
avasculares intraoculares y junto con el sistema de drenaje del humor acuoso,

dotan al ojo de un sistema hidrostatico que mantiene su forma (Forrester 2002).
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1.2 EL CUERPO CILIAR

El cuerpo ciliar es un estructura circular de 5 6 6 cm de ancho, en forma de
anillo que limita anteriormente con el iris, a la altura del espolén escleral, y
posteriormente con la ora serrata, y que contintda con la coroides.

Cornea

Céamara
Anterior

~ Cristalino

Figura 1.2. Corte sagital de ojo.

En el podemos distinguir el cuerpo ciliar y los procesos ciliares. imagen obtenida de
http://gavetasdemiescritorio.blogspot.com.es/2015/01/funcion-de-las-estructuras-internas-del.html

El cuerpo ciliar se divide en dos zonas claramente diferenciadas; la pars
plana, mas posterior; y la pars plicata, que es la zona mas anterior (Fig. 1.3)
(Glasser 2011).

La pars plana proporciona sostén estructural a la zona mas anterior de la
retina, la ora serrata, y se continda posteriormente con la coroides. La pars
plicata, comprende dos estructuras de funciones diferentes, el musculo ciliar, y

los procesos ciliares (Fig. 1.2) (Forrester 2002).
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N

Cristalino

Pars plicata

Pars plana

Ora serrata
Retina

A

Cristalino

Figura 1.3. Procesos ciliares.

A. Vista posterior de los procesos ciliares. En él se distingue la pars plana, la pars
plicata, la ora serrata y la insercion a la retina del cuerpo ciliar B. Vista anterior de los
procesos ciliares y la inserciones al cristalino. imagen modificada de http://intranet.tdmu.edu.ua/

El masculo ciliar controla la capacidad del cristalino para acomodar o
enfocar la imagen sobre la retina. La contraccion o relajacion de este musculo
se traduce en cambios de la forma y espesor de la lente cristalina, permitiendo
cambios en la profundidad del enfoque de manera practicamente instantanea
(Delamere 2006).

1.2.1 Procesos ciliares

Los procesos ciliares se encuentran en la porcion anterior de los cuerpos
ciliares (pars plicata). Mediante un corte en la estructura podemos diferenciar
tres capas claramente marcadas. La capa basal, compuesta por una intrincada
y densa red vascular, una capa intermedia, el estroma, de tejido conectivo y la
capa apical, denominada epitelio ciliar, que limita con la camara posterior (Fig.
.4)
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La vascularizacion de los procesos ciliares es muy compleja. Deriva de las
arterias ciliares anteriores y posteriores. El retorno venoso se efectla
principalmente a través de la vena vortex y de forma secundaria a través de las
venas ciliares anteriores. La red capilar de la capa basal se extiende hasta la
proximidad del epitelio ciliar.

Capilar sanguineo

Epitelio no
pigmentado

Epitelio
pigmentado

Estroma

B

Figura 1.4. Cuerpo ciliar, detalle procesos ciliares.
A. Microscopia 6ptica de cuerpo ciliar x40. B. Microscopia 6ptica de procesos ciliares
x100. Podemos distinguir el epitelio ciliar no pigmentado (ENP), el epitelio ciliar

pigmentado (EP) y el estroma.
Imagen modificada de http://biologiadenos.blogspot.com/

Cerca del epitelio ciliar, los capilares, presentan un grosor disminuido, y un
gran numero de fenestraciones y poros. La capa de tejido conectivo laxo entre

los capilares y los procesos es extremadamente fina.

Rodeando estos capilares, por debajo del epitelio ciliar, se haya una
profusa inervacion de terminales simpaticos y parasimpaticos, que también
inervan el musculo ciliar. Existen también terminaciones libres en el epitelio
ciliar (Morrison 1989) y una rica inervacion sensorial procedente de los nervios
nasociliares (Forrester 2002).

El epitelio ciliar es en realidad un doble epitelio cubico; formado por un

epitelio interno pigmentado (EP) y por un epitelio externo no pigmentado (ENP),
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que establece la frontera con la camara posterior (Fig. 1.5). La disposicion de
este doble epitelio tiene la particularidad de que la zona apical de ambos tipos
celulares se presenta de forma yuxtapuesta; exponiendo la cara basolateral

hacia el exterior de la doble capa (Do and Civan 2004).

Membrana basal

Cémara
posterior

Epitelio no
pigmentado

Epitelio
pigmentado

Estroma
Membrana basal

Figura 1.5. Procesos ciliares.

A. Representacion de epitelio cubico doble de proceso ciliar. B. Detalle de corte
transversal de proceso ciliar mostrando la disposicién yuxtapuesta de las caras apicales
del epitelio ciliar pigmentado y no pigmentado.

El EP es la continuacién del epitelio retiniano. Esta compuesto por células
cubicas con numerosos melanosomas, y escaso numero de mitocondrias y de

reticulo endoplasmico rugoso.

El ENP estd compuesto también por células cuboides. Estas células
presentan un gran numero de invaginaciones y pliegues hacia la camara
posterior, ademas de la existencia de una membrana basal, la membrana
limitante interna. Existen otras interdigitaciones laterales, proximas a las cuales,
pueden encontrarse la existencia de enzimas como la ATPasa Na-K (bomba
Na'/K* ATP.sa) Y la anhidrasa carbénica (CA), cuya presencia también se

observa en la zona apical.

A diferencia de las células del EP, las células del ENP no presentan

melanina, sin embargo la cantidad de mitocondrias y reticulo endoplasmico

33



Introduccidén

rugoso es muy superior en éstas. Este aumento es aun mayor en las células

anteriores de la pars plicata; lo que es indicativo de un mayor ritmo metabdlico.

La union de las dos capas epiteliales se establece mediante desmosomas.
Estas uniones son permeables, y permiten el transito de agua e iones entre los
dos tipos celulares. Existen ademas uniones en hendidura (tipo gap), que
regulan el transporte intercelular de pequefias moléculas mediante la apertura
de canales con didmetros aproximados de 1.5 nm. Esta circunstancia permite a
los dos tipos histologicos trabajar como un sincito. (Raviola and Raviola 1978;
Freddo 1987; Civan and Macknight 2004).

Cerca de la cara apical, las células del ENP, presentan uniones fuertes
tipo ocludens, formando un reticulo sobre la superficie de cada célula. Estas
uniones, junto a la membrana basal y la membrana limitante interna forman la

llamada barrera hemotoacuosa (Raviola 1974).

Debido a la gran permeabilidad de los capilares, y el escaso espesor del
estroma, la barrera hematoacuosa impide el libre paso de substancias desde
los capilares hacia la cAmara posterior y el humor acuoso. Esta funcion barrera,
unida al funcionamiento como sincito del epitelio ciliar, hace que el transporte
de substancias hacia la cAmara posterior y el humor acuoso, este altamente

regulado.

Los procesos ciliares, mediante el transporte especifico de substancias,
son los encargados de la formacion del humor acuoso. Este fluido transparente
es fundamental para el mantenimiento de las estructuras oculares y su nutricion
(Lens A 2008).

2. EL HUMOR ACUOSO

El humor acuoso (HA) es un fluido transparente, parecido al plasma
sanguineo, compuesto principalmente por agua, electrolitos y substancias de
bajo peso molecular. Su composicidn idnica varia entre las diferentes especies
(Walker and Ellinwood 1933). Incorpora también algunas proteinas,

principalmente albumina, sin embargo su composicion varia fundamentalmente
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de la del plasma sanguineo en algunos compuestos, y principalmente en la
baja concentracion proteica frente al plasma, unas quinientas veces inferior, y
en la alta concentracion de ascorbato, veinte veces superior al del plasma

sanguineo (Brubaker 1991).

Algunas estructuras intraoculares como el iris, el cristalino, y el endotelio
corneal, contribuyen a la composicién final del HA, sin embargo la formacion
del HA se da fundamentalmente como un proceso activo de secrecién en los
procesos ciliares (Forrester 2002).

Cornea

Canal de Schlemm y
malla trabecular

Céamara
Anterior

Figura 1.6. Corte sagital de ojo.

En el podemos distinguir el cuerpo ciliar y los procesos ciliares. imagen modificada de
http://gavetasdemiescritorio.blogspot.com.es/2015/01/funcion-de-las-estructuras-internas-del.html

Tras su secrecion en los procesos ciliares hacia la camara posterior, el HA
circulard, a través de la pupila, hacia la camara anterior, donde sera drenado
(Bill 1966) (Fig. 1.6). EI movimiento del HA de la camara posterior a la camara
anterior esta intimamente relacionado con las funciones que desempefa entre
las que destacan (Krupin 1995; Civan 1998):
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a. Proporcionar oxigeno y nutrientes a la coOrnea, el
cristalino y la malla trabecular, y eliminar las sustancias
de desecho del metabolismo celular.

b. Mantener un cierto volumen, dotando al ojo de una
presion intraocular (P1O) determinada, la cual es
imprescindible para el correcto funcionamiento del
sistema visual

C. Transportar acido ascorbico al segmento anterior, donde
éste actla como agente antioxidante eliminando los
radicales libres.

d. Facilitar la respuesta inmunitaria a nivel local durante un

proceso inflamatorio.

El ojo humano tiene un volumen de HA de 250 ul aproximadamente (Civan
1998), y el volumen medio que se forma por minuto es de 2,75 ul (Brubaker
1991).

2.1 FORMACION DEL HUMOR ACUOSO

La formacion del HA es un proceso complejo en el cual los diferentes
compuestos que lo forman son transferidos de forma regulada de la sangre
hacia la camara posterior. Este fendbmeno tiene lugar principalmente en los
procesos ciliares. En este sentido, podemos establecer tres etapas basicas en
la formacion del HA (Brubaker 1991):

a. En primer lugar debe existir un flujo sanguineo procedente de la
vascularizacion de los procesos ciliares.

b. Posteriormente, parte del plasma sanguineo es ultrafiltrado, a través
de los capilares fenestrados de los procesos ciliares, y pasa al
interior de los espacios intersticiales entre los vasos y el epitelio ciliar.

c. Gran parte del ultrafiltrado es trasvasado por el epitelio ciliar hacia la

camara posterior
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El trasvase del ultrafiltrado a través del epitelio ciliar se produce mediante

tres mecanismos interdependientes (Cole 1966; Cole 1977):

a. Difusion, el cual se define como el movimiento pasivo de solutos a
través del epitelio ciliar en respuesta a un gradiente de
concentracion.

b. Ultrafiltracion, el cual se define como el movimiento pasivo de agua y
substancias solubles en agua a través de las membranas celulares
como resultado de las presiones hidrostatica y oncoética entre el
estroma ciliar y el HA.

c. Transporte activo, el cual implica el movimiento de solutos a traves
del epitelio ciliar en contra de gradiente con consumo de energia; y

gue es el mecanismo mayoritario en la formacion del HA.

La formacion del humor acuoso es un proceso complejo, mediado
principalmente por una secrecion idnica activa a través del epitelio ciliar, desde
el estroma hacia la camara posterior; seguido por el movimiento osmotico del
agua (Do and Civan 2004). Se ha especulado con la posibilidad de que el
transporte de agua se efectiue de forma activa acoplado estequiométricamente
a ciertos transportadores de membrana del tipo simporte (Loo, Zeuthen et al.
1996; Zeuthen, Meinild et al. 1997). Sin embargo, los trabajos publicados por
Duquette et al en 2001 (Duquette, Bissonnette et al. 2001) y de Gagnon et al.
de 2004 (Gagnon, Bissonnette et al. 2004), confirmaron el movimiento del

agua mediante la formacién de gradientes osméticos.

La importancia de la secrecion idnica, particularmente el transporte
anionico, para la formacion del humor acuoso fue ya sugerida por Holland y
Gipson en 1970 (Holland and Gipson 1970), al hallar una diferencia de
potencial netamente negativa en la superficie en contacto con el HA de las
células del ENP con respecto a la superficie estromal de las células del EP.
Estos hallazgos fueron corroborados posteriormente por diferentes autores en
diferentes especies (Watanabe and Saito 1978; Kishida, Sasabe et al. 1981;
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lizuka, Kishida et al. 1984; Krupin, Reinach et al. 1984; Chu, Candia et al. 1987,
Sears, Yamada et al. 1991; Do and To 2000).

Inicialmente se consideré el ion bicarbonato (HCO3) como el anidn
implicado en la secrecién activa del epitelio ciliar. A ello contribuyé el hecho de
ser secretado al HA en contra de gradiente en varias especies, incluyendo el
conejo, modelo muy utilizado en estudios de dinamica del HA (H 1990). Otros
hechos que apoyaban esta hipotesis se basaban en los experimentos de
Kishida et al., (Kishida, Sasabe et al. 1981) y de Krupin et al (Krupin, Reinach
et al. 1984), en los que el epitelio ciliar de conejo sumergido en fluido libre de
HCO3 revertia su polaridad. La presencia de la anhidrasa carbénica (CA)
activa (enzima que cataliza la formacion de HCOg3') en el epitelio ciliar (Lutjen-
Drecoll and Lonnerholm 1981; Lutjen-Drecoll, Lonnerholm et al. 1983; Wu,
Delamere et al. 1997) y la reduccion en la produccion de humor acuoso al tratar
con un inhibidor de CA (acetazolamida) (Dailey, Brubaker et al. 1982;

Rosenberg, Krupin et al. 1998) encajaban también en esta hipoétesis.

Sin embargo, en la actualidad sabemos que el principal anién secretado al
HA es el ion cloruro (CI") (Civan 1998). De hecho, no existe una acumulacion
de HCOj3 en HA humano, sino de CI' (H 1990); y el epitelio ciliar de otras
especies, como el bobino, no revierten su polaridad al estar sumergido en
medio libre de HCO3; (Do and To 2000) ni se ha conseguido detectar un flujo
neto de HCO3 en procesos ciliares de dicha especie (To, Do et al. 2001). Dicho
flujo si ha sido hallado para el ion CI" , confirmando en diversas especies la
secrecion de CI" a través del epitelio ciliar (Holland and Gipson 1970; Watanabe
and Saito 1978; Kishida, Sasabe et al. 1982; Pesin and Candia 1982; Crook,
Takahashi et al. 2000; Do and To 2000); por lo que el HCO3 aunque implicado
en la formacion de HA, actuaria como modulador de la secrecion de CI'.

Al comparar las mediciones de fluo de CI' realizados mediante
radioisotopos con las calculadas mediante corriente de cortocircuito (Isc), a
través de diferencias de potencial (Kishida, Sasabe et al. 1982; Do and To
2000) se han observado discrepancias significativas. De hecho, los valores

medidos mediante radiois6topos son superiores en un orden de magnitud a los
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medidos mediante Isc. Estos datos sugieren que el CI" es secretado junto al ion

sodio (Na*) (Do and Civan 2004).

Actualmente existe un modelo consensuado para la formacion del HA que
consta de tres etapas secuenciales en el cual el cloruro sédico (NaCl) es
captado del estroma por las células del EP, mediante transportadores
electroneutros. Este pasa de las células EP hacia las ENP a través de las
uniones tipo gap, y finalmente es secretado a la camara posterior con trasporte

pasivo de agua, debido al gradiente osmoético (Fig. 1.7).

Zona Anterior
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Figura 1.7. Formacion del humor acuoso. Diferencias en el eje antero-posterior
en proceso ciliar

A. Modelo de formacidn del humor acuoso hacia camara posterior. Representacién de
canales y transportadores implicados. B. Modelo de reabsorcion del humor acuoso.
Representacion de los canales potencialmente implicados en los procesos de reabsorcion
hacia estroma.
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2.1.1 Etapas en la formacion del humor acuoso

12 etapa: Captacion de NaCl del estroma.

La absorcion de CI" por parte de las células del EP se realiza en contra de
gradiente electroquimico (Green, Bountra et al. 1985; Wiederholt and
Zadunaisky 1986; Helbig, Korbmacher et al. 1989; Carre, Tang et al. 1992,
Bowler, Peart et al. 1996). Mediante estudios de pH intracelular y
radiomarcadores, se han propuesto dos mecanismos mayoritarios para la
captacion de NaCl (Wiederholt 1991): el simporte Na'-K*-2CI" sensible a
bumetanida (Edelman, Sachs et al. 1994; To, Do et al. 2001), y los
antiportadores CI/HCO3 y Na'/H" (McLaughlin, Peart et al. 1998; To, Do et al.
2001).

Ambos mecanismos son operativos e independientes (Crook, Takahashi et
al. 2000; Do and To 2000; To, Do et al. 2001; Shahidullah, Wilson et al. 2003),
pudiendo funcionar de forma simultanea o no. La contribucién en la captura de
NaCl de cada uno de los mecanismos varia en funcion de las condiciones y la
especie pero los antiportadores son los principales responsables de esta

funcion.

a) Cotransportador simporte Na*-K*-2CI’

Este transportador ha sido hallado mediante inmunolocalizaciéon de forma
muy intensa en la cara basolateral de las células PE en la pars plicata y de
forma menos marcada en la pars plana de bovino (Dunn, Lytle et al. 2001).
Mediante técnicas de inmunotransferencia se ha detectado una proporcion diez
veces mayor de este transportador en células EP que en células ENP de
conejo (Crook, Takahashi et al. 2000).

La bumetanida (inhibidor selectico del simporte Na*-K*-2CI") ha demostrado
ser efectiva inhibiendo la captaciéon de *Na y *Cl en cultivos celulares de PE
bovino (Helbig, Korbmacher et al. 1989). Ademas promueve el hipotonismo en
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células nativas del EP de bovino, en condiciones isosmoticas (Edelman, Sachs
et al. 1994).

Como era de esperar la bumetanida reduce también el transporte
transepitelial y la formacion del HA. Al ser incubada en la capa estromal inhibe
tanto la corriente de cortocircuito (Isc) como la secrecién neta de CI a traves
del epitelio ciliar de conejo (Crook, Takahashi et al. 2000) y de bovino (Do and
To 2000). En perfusion arterial en tejido aislado bovino, la bumetanida,
disminuye el ritmo de secrecion del humor acuoso (Shahidullah, Wilson et al.
2003).

Esta disminucion en la secrecién neta de CI' no responde sélo a una
disminucion en el trasvase de dicho ion desde la cara estromal a la camara
posterior, sino también a una potenciacién del trasvase inverso, de camara
posterior hacia estroma (Crook, Takahashi et al. 2000; Do and To 2000).
Aunque aun no esta claro el motivo, puede deberse a un aumento de la
reabsorcion del ENP, provocado por la disminuciéon de CI intracelular (Matsui,
Murakami et al. 1996; Civan, Peterson-Yantorno et al. 1997; Wu, Pierce et al.
1998; Dunn, Lytle et al. 2001), o por un aumento de la permeabilidad de las
vias paracelulares debido a la bumetanida.

b) Cotransportadores antiportes CI/HCOs; y Na'/H®. Papel de las

anhidrasas carboénicas

Estos antiportadores juegan un papel importante tanto para la captacion del
CI', como para el mantenimiento del pH intracelular. Esta doble funcion ya fue
sugerida por Helbig et al. en 1989 y Wiederholt et al. en 1991 (Helbig,
Korbmacher et al. 1989; Wiederholt 1991), en estudios sobre captacién de *’Na
y *®Cl en cultivos de células EP bovinas. Los estudios de Counillon et al. en
2000 (Counillon, Touret et al. 2000), sobre flujo de entrada de #Na vy
mediciones de pH intracelular en cultivos de células PE bovinas, sirvieron para
identificar el antiporte Na*/H* como la isoforma NHE-1. En este mismo estudio
se identifico, mediante RT-PCR en humano, e inmunotincion en cultivos de PE

bovino, el antiporte CI/HCO3 como la isoforma AE2.
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El recambio del sustrato metabdlico de los antiportadores esta catalizado
por la CA. Como ya hemos visto esta enzima cataliza la formacion de HCO3™ y
H* a partir de CO, y H,O. La anhidrasa carbonica Il (CAll) es citosdlica y esta
unida tanto a NHE-1 (Li, Alvarez et al. 2002) como a AE2 (Sterling, Reithmeier
et al. 2001), aumentando directamente la tasa de recambio de sustrato de

ambos antiportes.

La anhidrasa carbonica IV (CA V) estd unida a membrana, y cataliza la
reaccion inversa, formacién de CO, y H,O, en la superficie estromal de las
células del EP (Wu, Pierce et al. 1998). A pesar de que desconocemos los
mecanismos precisos, podemos suponer que la disminucidon en el flujo de
secrecion de NaCl, formacion de HA y disminucién de la PIO producidos por los
inhibidores de CA, se deben finalmente a una disminucion de la captacion de

NaCl en la células del PE.

c) Proceso global de captacion: antiportes frente a simporte.

Como ya hemos visto, ambos sistemas son funcionales e intervienen en el
proceso de captacion; sin embargo, el aporte que tiene cada uno de los
sistemas a la captacion neta de NaCl desde el estroma, depende de la especie

y de las condiciones experimentales.

Estudios de transporte de CI" a través de epitelio ciliar aislado en conejo
(Crook, Takahashi et al. 2000) y bovino (Do and To 2000), y los estudios en 0jo
bovino perfundido arterialmente (Shahidullah, Wilson et al. 2003) muestran que
ambos sistemas contribuyen de manera similar a la captacion de NaCl en

condiciones proximas a las fisiologicas.

Sin embargo los estudios realizados por McLaughin et al (McLaughlin,
Peart et al. 1998; McLaughlin, Peart et al. 2001) mediante microanalisis con
sonda de electrones (EPMA), en epitelio ciliar de conejo, sugieren que los
antiportes tienen un papel predominante. Los resultados que obtuvieron indican
que al exponer los procesos a una solucidon que contiene HCOj3; /CO; la
concentracion de CI intracelular (CI;) aumenta un 25%. Si en estas condiciones

se inhiben las CAs mediante azetolamida, el CI; disminuye. Sin embargo en
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ausencia total de HCOj3 /CO; la azetolamida no tiene ningun efecto sobre la
Cl;. Como era de esperar, al bloquear el antiporte Na'/H®, mediante
dimethylamiloride (DMA), obtuvieron también una disminucion del CI;.

Al bloquear el simporte Na'-K'-2CI" mediante bumetanida, obtuvieron
también una reduccion del CI; en ausencia de HCO3 /CO,. Sin embargo en
presencia de HCOj3 /CO; la concentracion de CI; aumenta con respecto a los

valores normales.

Estos datos apuntan a un doble funcionamiento de este simporte. En
presencia de HCOg3z /CO, los antiportes aumentan su rendimiento en la
captacion de CI, haciendo que aumente la Clj; en estas condiciones el
equilibrio termodinamico (fuerza motriz del simporte) se desplaza, por lo que el
simporte funciona ahora expulsando NaCl al estroma. Si bloquemos en estas

condiciones el simporte, la Clj aumenta de forma extraordinaria.

La concentracion de CI" a la cual se produciria la reversion del equilibrio
termodinamico es de aproximadamente 50mM; muy préxima a la CI; basal
calculada por Bowler et al en 1996 (Bowler, Peart et al. 1996) para epitelio ciliar

de conejo.

El simporte reversible funcionaria como sistema de seguridad en caso de
sobrecarga de CIi. El sistema revertiria el flujo, expulsando CI" al estroma,
cuando el ratio de captura de Cl sobrepase el ratio de trasvase EP-ENP a
través de las uniones en hendidura (tipo gap), o el flujo de salida en las células
del NPE hacia el HA.

El efecto final que cada uno de estos sistemas tiene sobre la formacién de
HA y PIO se ha estudiado en modelo de ojo in vitro y en modelo animal in vivo.
La bumetamida, al ser aplicada en ojo bovino perfundido, es capaz de disminuir
la producciébn de HA; sin embargo, ni en macaco cynomolgus (Gabelt,
Wiederholt et al. 1997) ni en raton (Avila, Seidler et al. 2002), ambos modelos
in vivo, fue capaz de variar la PIO. Los inhibidores del antipote Na*/H" y de CA,
al contrario que los del simporte, si tuvieron efecto disminuyendo la PIO en el
raton (Avila, Seidler et al. 2002). En este modelo, la bumetanida solo disminuye

la P10, al haber bloqueado anteriormente el antiporte Na*/H*. Estos resultados
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respaldan la hipétesis de la preponderancia de los antiportes como
moduladores de la PIO, modificando los procesos de secrecion de HA, y
posiblemente también su drenaje (Avila, Mitchell et al. 2003).

d) Otros canales que influyen en la dinamica EP-estroma

En su membrana basolateral, las células del PE también expresan otros
canales y transportadores, como la bomba Na’/K* ATP,s, y canales de CI
(Jacob and Civan 1996), que influyen en el flujo neto de captacion del NacCl
desde el estroma. A través de estos canales, las células del PE, podrian
secretar NaCl hacia el estroma, modificando en ultimo término la produccion de
HA.

Los estudios de Fleischhauer de 2001 (Fleischhauer, Mitchell et al. 2001)
muestran cambios volumétricos en células inmortalizadas de EP bovino, al
sumergirlas en medio con ATP. Estos cambios volumétricos estan relacionados
con la apertura de canales de CI. El ATP activaria los receptores P2Y,
(Shahidullah and Wilson 1997), lo que daria un aumento del Ca®" intracelular.
Este aumento promoveria la activacion de la fosfolipasa A, (PLAy) y la
formacion de PGE; y AMP. lo que finalmente se traduciria en una apertura de
los canales de CI (Fleischhauer, Mitchell et al. 2001).

Sin embargo, al utilizar un analogo del AMP. (8-bromo AMP ciclico) que
actia como inhibidor de la proteina quinasa A (PKA), se obtienen los mismos
efectos que con el AMP¢; lo que sugiere que el AMP. debe actuar directamente
sobre el canal de CI" en lugar de hacerlo a través de la PKA (Fleischhauer,
Mitchell et al. 2001).

Estudios posteriores mediante patch-clamp y transporte de **Cl (Do and To
2000), confirmaron que el AMP. disminuia la secrecién de CI a través del
epitelio ciliar bovino y activaba el maxi-canal de CI'. Este canal, que se activa
mediante AMP., ha sido localizado en células del EP (Mitchell, Wang et al.
1997). Una caracteristica de este canal dependiente de AMP., es la de
aumentar su probabilidad de apertura (Po) con los incrementos de CI (Do and

Civan 2004) lo que sugiere que tiene un papel activo en la regulacién y
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mantenimiento de la concentracion de CIi. En aquellas situaciones en las que
el trasvase de CI de EP a ENP o su salida hacia HA es menor que su captura
desde el estroma, el maxi-canal de CI" actuaria incrementando el reciclado de

este ion hacia el estroma al aumentar su propia Po (Do and Civan 2004).

Aunque se desconoce cual es el papel que ejerce el AMP. como regulador
de este sistema, sabemos que las células del EP liberan ATP al aumentar su
volumen debido a la presion osmotica (Mitchell, Carre et al. 1998). De esta
manera, al aumentar drasticamente la concentraciéon de ClI;, lo que aumenta la
presion osmoética y el volumen de las células EP, estas liberarian ATP que
podria poner en funcionamiento la via de sefalizacion de los P2Y, antes
mencionada, activando asi el reciclado del CI" hacia el estroma. Esta via de
reciclado también puede formar parte de los procesos de reabsorcién de HA
que pueden darse en los procesos ciliares, y por lo tanto regular en parte la

secrecion neta final de HA.

22 Etapa: trasvase EP-ENP

El trasvase de los solutos y el agua, captados en la superficie estromal,
entre el EP y el ENP se realiza a través de las uniones en hendidura o tipo gap.
Estas uniones intercelulares conectan tanto células vecinas de la misma capa
(uniones EP-EP) como células adyacentes entre capas (uniones EP-ENP). La
presencia de estas uniones, que conectan tanto células de la misma capa
como células adyacentes de diferente capa sugieren que el epitelio ciliar se
comporta funcionalmente como un sincito. Esta vision esta respaldada por
multiples estudios funcionales (Green, Bountra et al. 1985; Wiederholt and
Zadunaisky 1986; Do and To 2000), estructurales y bioquimicos (Raviola and
Raviola 1978; Coca-Prados, Ghosh et al. 1992; Coffey, Krushinsky et al. 2002).
De hecho la utilizacion de octanol (Stelling and Jacob 1997) vy heptanol
(Mitchell and Civan 1997) como inhibidores de las uniones en hendidura,
interrumpe la comunicacion entre el EP y el ENP bovino. El heptanol, es
ademas capaz de disminuir en aproximadamente un 80% la Isc (asociada al
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transporte de CI’) en epitelio ciliar de conejo (Wolosin, Candia et al. 1997) y
bovino (Do and To 2000).

El estudio de los movimientos de Na*, CI' y K mediante EPMA realizado
por McLaughlin et al. en 2004 (McLaughlin, Zellhuber-McMillan et al. 2004) en
epitelio ciliar de conejo, contradice esta vision del epitelio ciliar como un sincito
funcional. Al bloguear la bomba Na'/K* ATP.s,, mediante la adicion de
ouabaina (en cara camerular, estromal o0 ambas) se obtiene un aumento en la
concentracion de Na® y una disminuciébn en la concentracion de K*
intracelulares, que varia mucho entre células vecinas de la misma capa. De
esta forma en algunas células varia de forma importante la concentracion de
iones, mientras que las células vecinas pueden permanecer en un estado basal
o cercano al basal. Sin embargo la célula inmediatamente adyacente de la
capa contigua presenta concentraciones de iones muy similares, haya variado
o permanecido en condiciones basales. Tomando una célula cualquiera como
referencia, si en ésta se ha producido una variacion en las concentraciones de
iones, en las células vecinas de la misma capa podemos encontrar 0 no
variaciones en las concentraciones de iones, pero la célula inmediatamente
adyacente de la capa contigua presentara variaciones muy similares en el

contenido idnico.

Asi pues, existen diferencias entre las uniones en hendidura segun sean
uniones EP-ENP, ENP-ENP o EP-EP. Estas diferencias pueden deberse en
primer lugar, a la cantidad de uniones que se establecen entre los diferentes
tipos celulares, ya que las uniones entre EP-ENP son mucho mas numerosas
que las que se establecen en uniones EP-EP y ENP-ENP (Raviola and Raviola
1978). En segundo lugar, las diferencias funcionales pueden deberse a
diferencias estructurales. Se ha identificado la presencia de conexinas Cx40 y
Cx43 en las uniones en hendidura entre células EP-ENP de epitelio ciliar de
rata, a diferencia de las uniones entre ENP-ENP, las cuales presentan
conexinas Cx26 y Cx31 (Coffey, Krushinsky et al. 2002).

Estas evidencias sugieren que la unidad minima funcional del epitelio ciliar

es el duo EP-ENP, y que éste no es en realidad un sincito funcional.
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32 Etapa: Secrecion de NaCl en el Humor acuoso

La etapa capital en la formacién del HA es la secrecion de NaCl hacia
camara posterior, generando un gradiente osmaotico que moviliza el H,O. Las
células del ENP son las responsables de este procesor secretor altamente
regulado, liberando Na* y CI" al HA. Esta secrecién se realiza principalmente

mediante la bomba Na'/K" ATP,s, Y los canales de CI.

a) Canales de CI

El paso fundamental en la formacion de HA es la secrecion de CI hacia el
HA. El CI' es el principal ion secretado por el epitelio ciliar. En condiciones
basales las células del ENP muestran una pequefia actividad de estos canales
(Jacob and Civan 1996).

La liberacion del CI es, probablemente, el paso limitante en la formacion
del HA en condiciones fisiologicas (Jacob and Civan 1996). Esta afirmacion se
basa en diferentes evidencias (Jacob and Civan 1996; Civan, Peterson-
Yantorno et al. 1997):

a) La concentracion de Cl; es varias veces superior que la esperada
para el equilibrio electroquimico, lo que indica que la captura de NacCl
no limita el proceso de secrecioén.

b) Las concentraciones de iones intracelulares y los potenciales de
membrana, son muy similares en células PE y NPE, lo que sugiere
gue el trasvase de solutos y agua a través de las uniones tipo gap no
es un paso limitante en el proceso.

c) En condiciones basales la actividad de la bomba Na'/K* ATPs, €s
muy elevada, por lo que no supone un punto limitante en la secrecion
del HA.

En este mismo sentido, los experimentos con NPPB (5-Nitro-2-[3-
phenylpropyl amino]), inhibidor de los canales de CI, respaldan esta

conclusién. Al inhibir los canales de CI" en epitelio ciliar bovino, no sélo se
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inhibe la secrecion de CI" (Do and To 2000), sino también la formacion de HA
(Shahidullah, Wilson et al. 2003).

Se ha comprobado que ciertas situaciones o estimulos pueden generar
cambios en la actividad basal de estos canales de CI', aumentandola. Asi,
cambios en la presion osmotica en medios hipotonicos que producen un
aumento de volumen celular (swelling) generan un aumento en la actividad de
estos canales (Yantorno, Carre et al. 1992; Zhang and Jacob 1997). La
inhibicion de la proteina quinasa C (PKC) (Coca-Prados, Anguita et al. 1995;
Shi, Barnes et al. 2002; Shi, Szczesniak et al. 2003), la activacion de los
receptores de adenosina A3 (Mitchell, Peterson-Yantorno et al. 1999; Carre,
Mitchell et al. 2000) o la introduccion de AMPc (Chen, Inoue et al. 1994;
Edelman, Loo et al. 1995; Chen and Sears 1997) producen los mismos efectos.

Aun hoy en dia se desconoce la identidad del canal o canales de CI
involucrados en la secrecion de CI hacia la camara posterior. Algunas lineas
de investigaciéon sugieren al canal CLC-3 (activado por swelling) como el canal
dominante en el transporte de Cl- (Coca-Prados, Sanchez-Torres et al. 1996;
Civan 2003). La sugerencia de este canal se fundamenta en primer lugar en la
confirmacion de su presencia en las células del ENP (Coca-Prados, Sanchez-
Torres et al. 1996) y la respuesta caracteristica de este canal a la PKC
(Kawasaki, Uchida et al. 1994), que explicaria el comportamiento del ENP ante
inhibidores de PKC (Civan, Coca-Prados et al. 1994; Coca-Prados, Anguita et
al. 1995; Coca-Prados, Sanchez-Torres et al. 1996). Ademas, la supresiéon de
la actividad de este canal mediante silenciamiento (Wang, Chen et al. 2000) o
anticuerpo especifico (Do and Civan 2004) reduce la corriente de CI'. Sin
embargo, el papel del CLC-3 en células del ENP y otros tipos celulares es muy
discutido (Hermoso, Satterwhite et al. 2002; Jentsch, Stein et al. 2002). En
células acinares de pancreas y hepatocitos de raton CIC-3 negativo (Knock-
out), aunque retardada, mantienen la actividad de los canales de CI" asociada
al swelling (Stobrawa, Breiderhoff et al. 2001), por lo tanto es posible que el
papel del CLC-3 no sea el de principal canal de CI , sino que simplemente sea
uno de varios canales de un sistema mas complejo (Yamamoto-Mizuma, Wang
et al. 2004).
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Otro canal estudiado por su posible papel principal en la secrecién de CI
fue el Plgin. Fue clonado de células del ENP humanas (Anguita, Chalfant et al.
1995; Coca-Prados, Anguita et al. 1995) y se ha hallado también en células
ENP bovinas (Chen, Wang et al. 1999). El uso de ARN silenciador en estas
células ha reducido las corrientes de CI" asociadas al swelling, sin embargo,
hallazgos posteriores demostraron que el Plc, se encontraba en el citoplasma,
y que no sufria translocacion a la membrana, ni aumentaba su expresion al
tratar las células con medios hipotonicos (Sanchez-Torres, Huang et al. 1999).
Estos hallazgos sugieren que su papel en la secrecion de CI es simplemente

como regulador, y no como canal de membrana plasmatica.

b) Simpotortador electroneutro Na*-K*-2CI’

Se ha especulado con el aporte que este simportador pueda tener en la
secrecion de CI hacia camara posterior. Las diferencias encontradas en las
medidas de secrecion de CI" mediante radiois6topos y las calculadas mediante
Isc, abren la posibilidad de que este transportador cumpla una funcién activa en
la secrecion de CI" al humor acuoso (Pesin and Candia 1982). En este mismo
sentido los hallazgos de la reversibilidad en este simporte, apoyan esta idea.
De forma analoga a su comportamiento en células del EP, donde este simporte
es capaz de revertir su sentido y secretar NaCl hacia el estroma, en
condiciones termodinamicamente favorables, podria darse una secrecion de
NaCl desde las células ENP hacia cAmara posterior a través de este simporte
(McLaughlin, Peart et al. 1998).

A pesar de que se han hallado indicios de esta actividad simportadora en
cultivos celulares de humano (Crook and Polansky 1994; Civan, Coca-Prados
et al. 1996) y conejo (Dong and Delamere 1994); los estudios de Dunn et al de
2001 (Dunn, Lytle et al. 2001), en epitelio bovino, demostraron que la mayoria
de la actividad simportadora se realiza en la cara estromal del ENP. Por lo
tanto, aunque existe una actividad secretora hacia la cAmara posterior mediada
por este simporte en células del ENP, su contribucion final puede considerarse

minima.
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c) Otros transportadores y canales

Se han descrito una gran cantidad de canales y transportadores en células
ENP que participan en mayor o menor medida del proceso secretor en la
formacion del HA. Al igual que en las células del EP, como ya vimos
anteriormente, uno de los mas abundantes es la bomba Na'-K'-ATPgs,. La
presencia de este transportador en membrana basolateral de células NPE, y su
importancia en la produccion del HA, como la principal via de secrecion de Na*
hacia HA, ha sido profusamente descrita en la bibliografia desde hace muchos
afios (Bonting, Simon et al. 1961; Bonting and Becker 1964; Riley 1964; Cole
1977; Coca-Prados and Lopez-Briones 1987; Flugel and Lutjen-Drecoll 1988;
Usukura, Fain et al. 1988).

Al igual que la bomba Na*-K*-ATP,s,, €l antiportador CI/HCO3; también se
encuentra en los dos tipos de epitelio. En 1993, Wolosin y Chen et al. (Wolosin,
Chen et al. 1993) detectaron la presencia de este antiportador en extracciones
de la capa ENP de cuerpo ciliar de conejo. En este mismo modelo se ha
detectado actividad de CA en membrana basolateral de ENP (Matsui,
Murakami et al. 1996; Wu, Delamere et al. 1997), que como ya vimos
anteriormente esta muy relacionada con el reciclado de metabolitos utilizados

por estos antiportadores.

Posteriormente, estudios volumétricos en cultivos de células de ENP
humano, demostraron la actividad de estos antiportadores CI/HCOs y Na'/H",
asi como la de simportadores Na'- ClI" y canales de Na* (Civan, Coca-Prados et
al. 1996). De igual forma, se ha comprobado la existencia de ARN, de la
subunidad a del canal ENaC en cuerpo ciliar humano (Civan, Peterson-
Yantorno et al. 1997).

Todos estos sistemas de transporte podrian jugar un papel en la
reabsorcion del HA, tanto por su funcién transportadora, como por su
localizacion en los procesos ciliares. La importancia fisioldgica de los procesos

de reabsorcion del HA no esta clara; pero se ha sugerido que gran parte del
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Na® secretado por la bomba Na'/K" ATPss, a camara posterior, proviene de

procesos de reabsorcion del HA (McLaughlin, Zellhuber-McMillan et al. 2004).

Méas alld de esta sugerencia, los estudios actuales demuestran una
interrelacion directa entre la CA, los antiportadores CI/HCOs , Na'/H" vy la
bomba Na'/K* ATP.sa. En un modelo propuesto por Shahidullah vy
colaboradores en 2013 (Shahidullah, Wei et al. 2013) se establece un nuevo
punto de regulacion de la bomba Na'/K* ATP.s, mediada por la activacion de
quinasas pertenecientes a la familia Src e interdependiente del pH. En ultima
instancia, la regulacion del pH intracelular que desencadena la secuencia de

regulacion, es modulada por las CA y los antiportadores.

Los estudios volumétricos antes mencionados (Civan, Coca-Prados et al.
1996), revelan también que los procesos de secrecion y reabsorcion, pueden
estar regulados de forma opuesta por la misma via. Al inhibir la PKC mediante
estaurosporina, se produce tanto una inhibicién de la reabsorcion de fluidos en
células hipotonicas; como una potenciacion de la secrecion de fluidos en
células hiperténicas en medio hiposmotico (Civan, Coca-Prados et al. 1994;
Civan, Coca-Prados et al. 1996). EI mismo efecto es obtenido con la
prostaglandina PGE,, potenciando la secrecion de CI. El aumento en la
secrecion de fluidos parece estar mediado en gran parte por la activacion de
canales de K', que producen una hiperpolarizacion de membrana y un
desplazamiento del equilibrio electroquimico, que favorece la salida de CI
(Civan, Coca-Prados et al. 1994); pero también puede sugerir el aumento de la
formacion de AMPc inducida por PGE, y la accion de este AMPc activando los
canales de CI" (Do and Civan 2004)

Diferentes lineas de investigacion (Flugel and Lutjen-Drecoll 1988;
Eichhorn, Flugel et al. 1990; Dunn, Lytle et al. 2001; McLaughlin, Zellhuber-
McMillan et al. 2001; McLaughlin, Zellhuber-McMillan et al. 2004) sugieren que
los procesos de secrecion y reabsorcion en los procesos ciliares pueden tener
una marcada polarizacion atendiendo a su localizacion; especialmente a lo

largo del eje antero-posterior de los procesos ciliares (Fig. 1.7).

Estudios inmunocitoquimicos (Dunn, Lytle et al. 2001) y mediante sondas

moleculares (Ghosh, Freitag et al. 1990; Ghosh, Hernando et al. 1991) han
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demostrado diferencias regionales en la expresion de la bomba Na'/K* ATPsa.
Los estudios de Coca-Prados y Sanchez-Torres de 1998 (Coca-Prados and
Sanchez-Torres 1998), indicaban una mayor expresion de las isoformas
as/a/a3/B1/B2 de la Na'/K* ATP.sa en la region anterior que en la posterior del
ENP de bobino. El EP sin embargo, mostraba una expresion constante de las
isoformas a;/B; sin variaciones dependientes de la regién; lo cual concuerda
con una diferenciacion regional en las funciones de secrecion. Estos estudios
concuerdan con datos anteriores, obtenidos por Ghosh et al en 1991 (Ghosh,
Hernando et al. 1991) sobre expresion génica de las diferentes isoformas de la
bomba Na'/K* ATP., Yy fueron confirmados posteriormente mediante
inmunolocalizacion por Wetzel et al en 2001 (Wetzel and Sweadner 2001).

En el mismo sentido, experimentos funcionales sobre el transporte i6nico
mediante EPMA, en los que se alteran las condiciones basales de CI;,
muestran cambios mayores en la zona anterior que en la zona posterior de
epitelio ciliar de conejo (McLaughlin, Macknight et al. 2001). Estos
experimentos, y los realizados mediante la misma técnica, en presencia de
ouabaina (bloqueador de la bomba Na'/K" ATPsss) (McLaughlin, Zellhuber-
McMillan et al. 2004); demostraron que el intercambio de Na*, K*, y CI es
mucho mas activo en la zona anterior del epitelio ciliar que en la posterior; por
lo que probablemente en la zona anterior sean predominantes los movimientos
de secrecidon y en la zona posterior se den los fendbmenos de reabsorcion (Do
and Civan 2004).

Regulacion de los canales de CI': importancia del AMPc

Actualmente no existe un modelo de sefializacion intracelular que integre y
aglutine todos los procesos que actian en la regulacion de la secrecion para la

formacion del HA.

En la literatura se describen multitud de sefalizadores y rutas de
sefalizacion intracelular que actian en el control de este proceso. Han sido
descritos como moduladores de este proceso las catecolaminas, el péptido

antinatriurético, endotelinas, cannabinoides, activadores de receptores
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muscarinicos, el factor de necrosis tumoral (TNFa), corticoides y purinas (Do
and Civan 2004).

También existe una amplia bibliografia de la influencia de cascadas de
sefalizacion en las que intervienen prostanglandinas, AMPc, GMPc (Chu and
Candia 1985; Chu, Candia et al. 1986; Carre and Civan 1995) la via de la PKC
y la PKA (Civan, Coca-Prados et al. 1994) y la influencia del pH, el Ca’, el
oxido nitrico (NO) , y la ruta de las MAP quinasas (Horio, Sears et al. 1996;
Crook and Chang 1997; Brubaker 1998; Shahidullah and Wilson 1999; Ellis,
Nathanson et al. 2001; Liu, Flammer et al. 2002; Shi, Barnes et al. 2002; Shi,
Szczesniak et al. 2003; Wu, Flammer et al. 2003; Zhang, Krishnamoorthy et al.
2003; Dortch-Carnes and Tosini 2013). Sin embargo la importancia relativa de

cada unay la interrelacion entre ellas aun es desconocida.

El papel del AMPc como regulador de la secrecion neta idnica en el HA ha
sido estudiado, de forma intensiva, durante los ultimos 30 afios. Sin embargo

los resultados encontrados son en muchos casos contradictorios.

Asi, el isoproterenol, un agonista de los receptores B-adrenérgicos, induce
un aumento del AMPc; que promueve la activacion del simporte Na*™-K*-2CI" en
las células del PE y aumenta la secrecion de CI a través del epitelio de conejo
(Crook, Takahashi et al. 2000). Como ya hemos visto anteriormente, es posible
que el AMPc active ciertos canales de CI de las células del ENP (Chen, Inoue
et al. 1994; Edelman, Loo et al. 1995; Chen and Sears 1997), por lo que
esperariamos que el AMPc actuaria en los dos epitelios favoreciendo la salida
de CI' y la formacion del HA. Sin embargo, el AMPc no incrementa la formacién
de HA, y la utilizacion de forskolina para aumentar los niveles de AMPc,
produce el efecto contrario, disminuyendo la presion intraocular (PlIO) en
conejo, mono y humano. Sabemos que en conejo, esta reduccién de la PIO,
esta relacionada directamente con una disminucion en la secrecion del HA, ya
que no se observa ni aumento en el drenaje, ni disminucion en el flujo de
sangre en la cara estromal (Caprioli and Sears 1983; Caprioli and Sears 1984;
Lee, Podos et al. 1984).

Los antagonistas de los receptores B-adrenérgicos como el timolol, han

demostrado ser agentes muy eficientes en el tratamiento del glaucoma debido
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a la disminucién de la PIO que producen. Sin embargo, al bloquear los
terminales B-adrenérgicos, sabemos que se produce una disminucion del AMPc
intracelular; por lo que podriamos esperar el efecto contrario al descrito por
Caprioli en 1983 (Caprioli and Sears 1983).

Esta aparente contradiccion quedo resuelta por los estudios de McLaughlin
de 2001 (McLaughlin, Peart et al. 2001), en los que se demuestra que aunque
se dé una disminucién de la concentracion de AMPc, la accion del timolol sobre
la secrecion en epitelio ciliar, es independiente de ésta. De esta forma la accién
de los antagonistas [p-adrenérgicos sobre la secrecion de HA queda

desacoplada del AMPc.

La accion del AMPc en la regulacion de la secrecion neta de CI es
compleja, y puede ejercer mas de un papel como modulador en los diferentes
pasos de la formacion del HA. Asi, como ya hemos visto, puede estar
relacionado con la reversibilidad del simporte Na*-K*-2CI" o la activacion de
canales de CI de las células del EP, aumentando la secrecion hacia estroma y
disminuyendo la formacion del humor acuoso (Do and Civan 2004). Ademas, el
AMPc puede estar modulando las uniones en hendidura (tipo gap),
desacoplando el EP y el ENP (Do, Kong et al. 2004) o modificando la secrecién
de iones de las células ENP (Delamere and King 1992; Nakai, Dean et al.
1999).

Sea como fuere, la diversidad encontrada en los datos, no permite dilucidar
cudl es el papel preciso que el AMPc juega en la secrecion neta de Cl' y la
produccion de HA; més alla de que es un papel complejo. Quizas la respuesta
final al AMPc este mas relacionada con pequefios cambios locales en su
concentracion, que debido a cambios en la concentracion total intracelular. En
2001, Huang (Huang, Lazarowski et al. 2001) demostré que pequefios
cambios locales en la concentracion de AMPc eran capaces de activar los
canales CFTR, sin cambiar significativamente la concentracion total en células
Calu-3. Esta compartimentalizacion en el comportamiento del AMPc podria

explicar la variedad de los resultados encontrados hasta ahora.
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Regulacion de la secrecion del HA: importancia de las CA

El papel regulador de las CA en la formacion del HA fue descrito
inicialmente por Friedenwald en 1955 (Friedenwald 1955). La inhibicion de la
CA ha demostrado ser eficaz reduciendo la produccion de HA en una gran
variedad de modelos animales (Stein, Pinke et al. 1983; Bar-llan, Pessah et al.
1984; Kishida, Miwa et al. 1986; Wang, Serle et al. 1991) y en humano (Dailey,
Brubaker et al. 1982; Rosenberg, Krupin et al. 1998).

Si bien ya hemos mencionado con anterioridad dos posible puntos de
regulacion de la produccién de HA en el que podria estar implicada la CA
(apartado 2.1.1. 12 Etapa: Captacién de NaCl del estroma; 32 Etapa: Secrecién
de NaCl), el papel de ésta y los mecanismos de regulacidon que ejerce, distan

aun de haber sido esclarecidos.

Actualmente se han descrito quince isoenzimas diferentes, (Hilvo, Tolvanen
et al. 2005) nombradas como CA | a CA XV, que se diferencian principalmente
en funcién de sus propiedades cinéticas, localizacion celular y distribucién
tisular (Sly and Hu 1995; Lindskog 1997).

Dentro de los procesos ciliares, mas alla de la ya mencionada localizacion
en EP, se ha constatado la presencia de diferentes isoenzimas de CA en ENP.
Asi, por ejemplo, en proceso ciliar de humano, se ha demostrado la existencia
de CA I, no sélo en EP sino también en ENP (Wistrand, Schenholm et al.
1986). De igual forma CA IV ha sido localizada tanto en membrana basolateral

de PE como de NPE de conejo (Murakami, Sears et al. 1992).

En este trabajo, y con el objeto de diferenciar la accion de las CA en los
dos epitelios se utilizd benzolamida, inhibidor de la CA no permeable a
membrana plasmatica. Los resultados demostraron, que la utilizacién de este
inhibidor modificaba el transporte i6nico de forma mas importante al aplicarlo
en la cara basolateral de NPE que en PE, sugiriendo un papel regulador

preponderante de la CA de NPE.

A pesar de la relevancia de los datos aportados por este estudio, se ha
constatado la ausencia de la isoforma CA IV en proceso ciliar humano

(Hageman, Zhu et al. 1991, Liao, Ivanov et al. 2003), lo que descarta a esta
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isoforma como la principal responsable de los efectos de los inhibidores de AC
en la produccién de HA. En contraposicion a esta isoforma, la CA Xl aparece
sobreexpresada en pacientes de glaucoma con hipertensién ocular (Liao,
Ivanov et al. 2003), lo que puede sugerir su implicacion en la regulacion de los

procesos de secrecion de HA.

A pesar de quedar demostrado que las CA pueden actuar como
reguladores de la formacion del HA no solo a nivel de PE, sino también en el
ENP, los mecanismos de su actuacion no han sido aun elucidados. En este
sentido, la confirmacion de la presencia de antiportadores CI/HCO; en la cara
basolateral de NPE de conejo (Wolosin, Bonanno et al. 1991; Wolosin, Chen et
al. 1993), podria sugerir que el papel de las CA en ENP sea similar al ya
propuesto en EP.

2.2 DRENAJE DEL HUMOR ACUOSO

Como ya hemos visto, el HA, después de ser secretado por los procesos
ciliares hacia la cAmara posterior, atraviesa el iris y pasa a la camara anterior;
desde donde serd drenado a nivel del angulo iridiocorneal por las vias de
evacuacion (Fig. 1.8) (Bill 1966). Existen dos vias principales de evacuacion del
HA hacia la circulacion venosa: la via trabecular (convencional) y la via

uveoescleral (no convencional).

Figura 1.8. Vias de drenaje del humor acuoso.

Representacion esquematica de las diferentes vias drenaje del humor acuoso:

A. Via convencional B. Via uveoescleral C. Via iris.

Imagen modificada de http://blogs.sld.cu/elierortiz/2013/03/25/vias-de-drenaje/
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2.2.1 Via Trabecular, Convencional o Presion Dependiente

Es la via principal por la que se drena el HA. Mediante esta via se evacua
aproximadamente el 80-90% de HA en humanos, variando el porcentaje en
otras especies.

Para su evacuacion, el HA atraviesa diferentes capas que constituyen la
red trabecular. uveoescleral, corneoescleral y cribiforme, hasta alcanzar el
canal de Schlemm. Desde aqui el HA alcanza los canales colectores, por los
cuales es drenado hacia las venas intraesclerales y episclerares (Kaufman and
Gabelt 2004).

En su paso hacia el canal de Schlemm, el HA atraviesa la pared interna del
endotelio de este canal, por dos rutas diferentes: paracelular o transcelular. En
la via paracelular, el HA, fluye por los estrechos pasos intercelulares que
separan las células del endotelio. En la via transcelular o transendotelial, el HA,
atraviesa la célula endotelial por poros o estructuras invaginadas, que facilitan

el transito mediante vacuolas gigantes.

De las dos vias, la transcelular es la principal forma de trasvase de HA al
interior del canal. La particularidad de las estructuras de la via transcelular es
su regulacion mediante mecanismos de presion. Asi, un aumento de la PIO
tiene como resultado el aumento en nimero de estas estructuras; dandose casi
su desaparicion total cuando ésta disminuye (Bill and Barany 1966). De esta
manera, en un rango de presiones normales, el aumento en la PIO ira
acompafado de un aumento lineal en la evacuacion del HA; sin embargo
superado cierto limite de presion, el drenaje disminuye debido a la compresion
de la red trabecular y del canal, lo que aumenta la resistencia al paso de fluidos
(Brubaker 1991).
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2.2.2 Via Uveoescleral, no Convencional o presion independiente

Es una via minoritaria de salida del HA. Supone aproximadamente un 10-
20% del HA drenado en humanos. La falta de una barrera epitelial entre la
camara anterior y el musculo ciliar, favorece la entrada del HA en el cuerpo
ciliar desde el angulo iridiocorneal. El liquido fluye libremente entre los haces
musculares y penetra en los espacios supracoroideo y supraciliar, desde donde
puede alcanzar la esclera. La via uveoescleral es relativamente insensible a los

aumentos de presion (Kaufman and Gabelt 2004).

3. LA PRESION INTRAOCULAR (PIO)

Todos los tejidos intraoculares soportan una fuerza hidrostéatica
denominada presion intraocular (PIO). La PIO viene determinada por el
volumen de HA existente en las camaras anterior y posterior, y ayuda al

mantenimiento de la forma esférica del globo ocular.

Existe un sistema complejo de equilibrio dinamico que mantiene la PIO
dentro de unos niveles estables. En este equilibrio interviene la formacién
constante del HA y su drenaje por las vias de evacuacion. Variaciones en

cualquiera de estos dos factores tiene como resultado la variacion de la PIO.

En condiciones de equilibrio la PIO permanece constante, y el volumen de
HA producido equivale al drenado. Podemos expresar este equilibrio de la

siguiente manera:
Fin = Fout = Feran + Fu

Donde Fi, es el flujo de entrada del HA a camara posterior, Fou: €s el flujo
total de salida del HA, ya sea mediante el flujo de salida a través de maya

trabecular Fyap, 0 a través de la via uveoescleral F,.
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En humanos, aunque puede fluctuar ligeramente, este equilibrio se
establece alrededor de los 16 mm de Hg; lo que es considerado un valor de
PIO normal (Hart 1992). Cuando este valor supera los 21 mm de Hg se
considera que estamos en situacion de hipertension ocular (Schottenstein
1996).

Nervio Optico

Nervio Optico
{== = Dafado

Figura 1.9. Presion intraocular.

Representacion esquematica de las fuerzas ejercidas por la elevacién de la presion
intraocular sobre las paredes de la retina y el nervio Optico. Detalle de neuropatia
asociada a glaucoma por dafio sobre el nervio 6ptico.

Imagen modificada de http://www.lookfordiagnosis.com

La hipertension ocular es una situacion fisiologica andmala relacionada con
la aparicién de patologias oculares como el glaucoma. La relacién existente
entre la hipertension ocular y la patologia glaucomatosa es bien conocida
desde hace muchos afios (Rozovskaia 1964). Incluso hoy en dia se sigue
considerando la hipertension ocular como el factor de riesgo mas importante
para el desarrollo de esta enfermedad (Abdull, Gilbert et al. 2015; Li and Wu
2015; Rossetti, Digiuni et al. 2015; Tamm, Braunger et al. 2015).

El glaucoma es una patologia caracterizada por la pérdida del campo visual
asociada al dafo en el nervio Optico y la retina, que desemboca en una pérdida
total de la vision. En el glaucoma de angulo abierto, el mas prevalente

(Therkelsen and Quirk 2001), la hipertension ocular es la causa directa de la
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aparicion de la patologia, por lo que la estrategia terapéutica mas comun

consiste en la reduccion de la PIO (Fig. 1.9).

Gran parte del arsenal farmacolégico disponible para el tratamiento de la
hipertension ocular y la reduccién de la PIO tiene como dianas diferentes

mecanismos integrados en la maquinaria de regulacion de la dinamica del HA.

3.1 REGULACION DE LA DINAMICA DEL HUMOR ACUOSO

Los niveles de PIO no permanecen contantes a lo largo del dia, sino que se
producen variaciones entre el ciclo diurno y el nocturno. Las variaciones
circadianas de la PIO estan ampliamente documentadas en diferentes especies
como el perro (Piccione, Giannetto et al. 2010), el conejo (Rowland, Potter et al.
1981; Zhao, Hejkal et al. 2010), el mono (Komaromy, Brooks et al. 1998; Liu,
Zeng et al. 2011), y en humano (Liu, Fan et al. 2011); y se dan tanto en sujetos

sanos como en sujetos con hipertension ocular.

Estas variaciones de la PIO a lo largo del ciclo circadiano, reflejan cambios
en la dinamica del HA. En humanos, la tasa de formacién de HA fluctia entre
los 2.61 pl/min durante las horas diurnas y los 1.08 pl/min durante las

nocturnas (McCannel, Heinrich et al. 1992).

Las variaciones circadianas de la PIO implican la existencia de un sistema
que regule la dindmica del HA. Aunque los mecanismos de esta regulaciéon no
se conocen por completo, sabemos que el sistema nervioso esta implicado en
el control de la dindmica del HA. Esta regulacion se efectla principalmente por
medio del sistema simpatico y parasimpatico, aunque también el sistema
nervioso central podria actuar, a través de las vias aferentes o sensitivas, en el
control neural de la P1O. De hecho, se han encontrado vias aferentes sensibles
a la PIO, que se comunican con el cerebro. Otros autores han sefalado la
importancia de las vias eferentes o motoras y su implicacion en el control de la

dindmica del HA (Bergmanson 1982).
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3.1.1 Sistema adrenérgico o simpatico.

En el ojo encontramos una rica inervacion tanto del sistema simpéatico
como del parasimpatico. La inervacion simpatica parte del ganglio cervical e
inerva el iris y los vasos uveales principalmente, aunque también existen fibras

que llegan a los procesos ciliares (Stone and Kuwayama 1989).

La relacion del sistema simpatico con la PIO es bien conocida. La gran
mayoria de los datos que relacionan la accién del sistema simpatico con la PIO
se han obtenido mediante la utilizacion de agonistas y antagonistas de los
receptores adrenérgicos. Asi, la utilizacion de agonistas beta aumenta la
produccion de HA en monos durante el suefio (Bill 1970; Gharagozloo, Larson
et al. 1988; Stone and Kuwayama 1989), sin embargo la utilizaciéon de estos
agonistas fuera de la fase de suefio no genera ningn cambio en la produccién
de HA. Los antagonistas beta promueven el efecto contrario, produciendo una
disminucién en la formacion del HA (Topper and Brubaker 1985). Este mismo
efecto es producido por los agonistas de los receptores alfa (Lee, Topper et al.
1984). La conclusion légica es que el sistema simpatico regula la PIO
principalmente mediante los adrenoreceptores 02 y (B2 presentes en los

procesos ciliares (McLaren 2009).

Existen numerosos farmacos para el tratamiento del glaucoma basados en
antagonistas de los receptores adrenérgicos B, (ej. timolol, levobunolol,
metipranolol...) y agonistas de los receptores adrenérgico a, (ej. brimonidina,
apraclonidina, dipivefrina...). Estos farmacos reducen la PIO mediante una
disminucién de la produccion del HA. Los agonistas de receptores a2 también

producen un aumento en el drenaje uveoescleral.

3.1.1.1 Receptores B

Los antagonistas de receptores [ son ampliamente utilizados en el
tratamiento del glaucoma por su accién hipotensora sobre la P1O. La presencia

de estos receptores en proceso ciliar explican que B-bloqueantes como el
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timolol disminuyan la secrecion de HA (Coakes and Brubaker 1978). Este
efecto inhibidor solo tiene lugar durante el dia ya que, debido a los ciclos
circadianos seguidos por el sistema nervioso simpatico, no se produce
estimulacidon de estos receptores en el ciclo nocturno (Hirota, Kiuchi et al. 1997;
Feldman, Stewart et al. 2008).

El adrenoreceptor beta fue localizado in vivo por primera vez en proceso
ciliar de rata mediante un analogo fluorescente del propanolol en 1978 (Lahav,
Melamed et al. 1978). Poco después también fue identificado en
homogeneizado purificado de proceso ciliar en conejo (Bromberg, Gregory et
al. 1980), y en humano (Nathanson 1980; Nathanson 1981). Sin embargo la
implicacion de estos receptores en la regulacion de la PIO ya era conocida una
década antes. En 1967, Philips et al, publicaron que la administracion sistémica
de un antagonista B-adrenérgico (propanolol) (Phillips, Howitt et al. 1967), o su
administracion topica (Vale, Gibbs et al. 1972) producian una disminucion de la
PIO en humanos. En 1976 Katz et al demostraron la eficacia tépica de otro
antagonista B, el timolol, en la disminucion de la PIO (Katz, Hubbard et al.
1976); al cual siguieron otros antagonistas como el betaxolol (antagonista
selectivo B2) (Reiss and Brubaker 1983; Gaul, Will et al. 1989; Coulangeon,
Sole et al. 1990) y el levobunolol (Gaul, Will et al. 1989).

La aplicacion de la fluorometria en el estudio clinico de estos nuevos
farmacos ayudo a elucidar su mecanismo de accion hipotensor, demostrando
que éste se basa en una disminucion en la produccion del HA que oscilaba
entre el 30% y el 47% (Coakes and Brubaker 1978; Yablonski, Zimmerman et
al. 1978; Schenker, Yablonski et al. 1981).

Los receptores B, pertenecen al grupo de proteinas con siete dominios
hidrofobicos (de 20 a 28 residuos) transmembrana acoplados a proteina G. En
la actualidad han sido descritos tres subtipos de este receptor, en funcion de su
localizacion (pre-sinaptica 0 post-sindptica) y respuesta a agonistas-
antagonistas especificos: B1, B2 Y Ps. Experimentos farmacoldgicos con
agonistas beta mediante mediciones de la estimulacion de la adenilato ciclasa,
indican que el receptor presente en procesos ciliares de humanos y conejo es

el subtipo B2 (Nathanson 1980; Nathanson 1981). Estudios posteriores en
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membranas de iris-cuerpo ciliar de conejo mediante radioligandos cuantificaron
qgue entre el 20-25% de los receptores adrenérgicos pertenecen al subtipo f;
(Mittag and Tormay 1985). En humano se ha determinado que el 90% de los
receptores 3 de iris-cuerpo ciliar son también de este subtipo (Wax and Molinoff
1987).

De forma clasica, se ha descrito al AMPc como el principal mediador
intracelular de los receptores (. Los receptores (1 y P2 se encuentran
acoplados a la proteina Gs, cuya activacion promueve el aumento intracelular
de éste mediador. Muchos articulos sefialan al aumento de AMPc, promovido
por agonistas beta-adrenérgicos, o la disminucion de éste, causada por beta-
bloqueantes, como el factor responsable del aumento o la disminucién en la
produccion del humor acuoso y la PIO (Potter, Crosson et al. 1990; Osborne
and Chidlow 1996; Hirota, Kiuchi et al. 1997). Sin embargo, esta hipotesis
quedo cuestionada por los hallazgos publicados por McLaughlin et al en
2001que desacoplan la accién hipotensora del timolol (antagonista beta-
adrenérgico) del AMPc (McLaughlin, Peart et al. 2001).

De forma paralela al acoplamiento de los receptores B al AMPc; para el
subtipo B3 ha sido descrita la asociacién con proteina Gy, (Morris and Malbon
1999), cuyos efectos serian contrarios a los anteriormente descritos; y pueden

activar la fosfolipasa C (PLC) y la via del [Ca®"].

3.1.1.2 Receptores a

En 1966, Makabe (Makabe 1966) refiere por primera vez la accidon
hipotensora de un agonista a,, la clonidina, tras su administracion sistémica. A
pesar de no conocer especificamente su mecanismo de accion, sabemos que
este agonista modifica la PIO reduciendo la produccion de HA (Lee, Topper et
al. 1984). Derivados como la apraclonidina, presentan, mediante aplicacion
topica, disminuciones de un 30-40% en la generacion del HA (Gharagozloo,
Larson et al. 1988). Este ratio de reduccion es muy similar a los producidos por
antagonistas 3 como el timolol (Gharagozloo, Relf et al. 1988; Schadlu, Maus et
al. 1998; Maus, Nau et al. 1999), aunque en el caso de la apraclonidina, el
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efecto sobre la produccion de HA si se mantiene durante los periodos de suefio
(Koskela and Brubaker 1991).

Al igual que en el caso de los B-adrenérgicos, los receptores a se dividen
en dos subtipos, a; y a,. , atendiendo a las diferencias de afinidad por
adrenalina (A) y noradrenalina (NA). Los adrenoreceptores a; son activadores
de la proteina Gy11; asociada, en la mayoria de tejidos, a la activacion de la
fosfolipasa C (PLC); desencadenando un aumento de las concentraciones de
inositol trifosfato (IP3), diacilglicerol (DAG), e ion célcico intracelular [Ca?'];. Los
adrenoreceptores a, se acoplan sin embargo a proteina Gj,; por lo que su
respuesta final se traduce en una disminucion de los niveles intracelulares de

AMPc, aunque pueden desencadenar también la activacién de PLC.

Mediante el uso de adenina marcada (3H-adenina) se ha demostrado la
existencia de receptores a activos y funcionales en proceso ciliar de conejo
(Mittag and Tormay 1985). Al igual que en el caso de los receptores 3, existe
una desigualdad en la expresion de los diferentes subtipos, mostrando una
clara preponderancia del subtipo a; frente a los a; (Mittag and Tormay 1985).
Esta preponderancia hace que el subtipo a, sea especialmente activo y por lo
tanto juegue un importante papel en la formacién del humor acuoso (Berman
1991).

Se han clonado tres subtipos de receptores a, en humano: az,, 02 Y O
(Bylund, Blaxall et al. 1992; Philipp, Brede et al. 2002). Los tres subtipos
presentan una gran similitud en su secuencia de aminoacidos, diferenciandose
principalmente en las modificaciones post-trascripcionales, su localizacion
tisular y la respuesta a diferentes agonistas y antagonistas (Link, Daunt et al.
1992; MacKinnon, Spedding et al. 1994; Bylund 1995; MacDonald, Kobilka et
al. 1997; Cleary, Vandeputte et al. 2002). Estudios con ratones “ knock-out”
sitlan los receptores ay, principalmente en los terminales presinapticos del
sistema nervioso central, los receptores a,, en los terminales postsinapticos del
sistema nervioso central, y los ay. en los terminales pre y post sinapticos del
sistema nervioso periférico (MacDonald, Kobilka et al. 1997; Philipp, Brede et
al. 2002). En el érgano ocular su distribucion es también diferencial variando

mucho entre especies. El receptor a,, se ha localizado en coroides y retina de
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0jo humano y porcino, aungque en este ultimo modelo también se haya presente

el receptor ayc en retina (Bylund and Chacko 1999; Hein 2001).

La distribucion en polo anterior también difiere atendiendo a la especie.
Mientras que en procesos ciliares de conejo se han encontrado los tres
subtipos de receptores a, (02a, Qzp, O2c), €N procesos humanos solo se han
detectado los subtipos az, y a2 (Huang, Gil et al. 1995).

En la actualidad existe un importante arsenal farmacolégico
antihipertensivo cuya diana de accion son estos receptores. La utilizacion de
esta gran cantidad de agonistas y antagonistas en diferentes modelos
animales, sirven para dilucidar el papel que estos receptores desempefian en la

dinamica del humor acuoso.

Los estudios realizados en ojo de gato por Chiou en 1983 (Chiou 1983)
demuestran una accion simultanea de estos compuestos sobre la produccion y
el drenaje del HA, que en muchos casos es antagonica. Asi, el agonista a;
fenilefrina presenta efectos hipertensivos a pesar de disminuir un 27% la
produccion de HA; ya que paralelamente, promueve una disminucion del 67%
en su evacuacion. De forma opuesta, los antagonistas a; muestran claros
efectos hipotensores sobre la PIO; sin embargo, como ya hemos apuntado
anteriormente, las diferencias de expresion de dichos receptores en diferentes
especies condicionan el mecanismo hipotensor. En conejo y mono la
corinantina (antagonista a;) no tiene efectos ni sobre la produccion ni sobre la
evacuacion del HA medidas por Serle et al. (Serle, Stein et al. 1984); por lo que
suponen que el efecto hipotensor es debido a un aumento del drenaje
uveoescleral. Sin embargo, el prazosin (también antagonistas a;) en ojo de
gato reduce la evacuacion del HA un 25%, mientras que su produccion
disminuye un 55%, hecho que explica el efecto hipotensor final sobre la PIO
(Chiou 1983).

Este mismo estudio (Chiou 1983) aclara el papel de los receptores a,. A
diferencia de los receptores a;, tanto los agonistas (clonidina) como los

antagonistas (corinantina) a, presentarian un efecto final hipotensor. Mientras
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que el antagonista produce una disminucion del drenaje (40%) muy inferior a la
disminucién en la formaciéon del HA (60%), el agonista promueve una
importante disminucion de la produccion de HA (60%) sin alterar su drenaje.

3.1.2 Sistema colinérgico o parasimpatico.

La utilizacibn de compuestos activos que modifican directamente la
transmision parasimpatica en el ojo, data de hace 2000 afos
aproximadamente. Los antiguos egipcios utilizaban el extracto de la Atropa
belladonna como cosmético para, mediante la dilatacion de la pupila, resaltar

los ojos.

Su uso clinico, sin embargo, es mucho mas reciente. No fue hasta la época
moderna cuando la atropina (por su accion inhibitoria sobre los receptores de
acetil colina) comenzo6 a utilizarse en las exploraciones oftalmolégicas como
dilatador pupilar. La utilizacién de esta nueva herramienta farmacolégica pronto
revel6 nuevos efectos no deseados como el aumento de la presion intraocular.
Este descubrimiento pronto originé una nueva via terapéutica basada en la
utilizacion de inhibidores de colinesterasas (Shaffer and Hetherington 1966).
Estos farmacos aumentan el efecto y duracion de las acetilcolinas al disminuir
su degradacion, y fueron ampliamente utilizadas como tratamientos
antihipertensivos en la década de los 60. La utilizacion de este nuevo arsenal
terapéutico trajo sin embargo, efectos poco deseables, entre los que se
destaca el considerable aumento de la probabilidad de desarrollar cataratas
(Shaffer and Hetherington 1966).

Los receptores muscarinicos son los principales responsables de la
respuesta colinérgica. En la actualidad se han definido cinco subtipos de este
receptor (Caulfield 1993), con una amplia distribucion diferencial en las
estructuras oculares. Esta expresion diferencial de subtipos es responsable de
numerosas funciones en el ojo en las que se incluyen la regulacion del

crecimiento axial (Gimbel 1973; Lind, Chew et al. 1998), la regulacion de la
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secrecion lacrimal (Dartt 2001) y diferentes vias de sefalizacion celular en

cristalino (Collison, Coleman et al. 2000).

Como ya hemos visto, la influencia de los colinérgicos en la dinamica del
HA es de sobra conocida. Clasicamente su efecto hipotensor ha sido asociado
al aumento en el drenaje del HA a través de su accidén sobre el musculo ciliar.
La contraccién de este musculo propiciada por estos farmacos colinérgicos,
aumenta los espacios intertrabeculares, incrementando la evacuacion de fluido

a traveés de dichos espacios (Kaufman and Barany 1976; Zimmerman 1981).

Mas alla de la vision clasica, actualmente sabemos que el control de la
dinamica del HA por esta via de regulacion es doble. Ya a finales de la década
de los 70 se tenian evidencias de inervacion colinérgica en procesos ciliares
(Mindel and Mittag 1976; Gwin, Gelatt et al. 1979) y en 2001 Ellis et al (Ellis,
Nathanson et al. 2001), demostraron la capacidad del carbachol (agonista no
metabolizable de los receptores muscarinicos) de inactivar la bomba Na'/K*
ATPasa €n un proceso que implicaba la mediacion del NO y el GMPc. Un trabajo
reciente de Shahidullah et al. publicado en 2014 (Shahidullah, Mandal et al.
2014), confirma la influencia de esta via sobre la dinamica de secrecion del
humor acuoso (AH), y la intervencion de la fosfo quinasa G (PKG) dependiente
de activacion de la familia de quinasas Src (SFK) en la inhibicién de la bomba
Na'/K* ATPsa.

Esta doble regulacion de la dinamica del humor acuoso (AH) induciendo su
drenaje (Wiederholt, Schafer et al. 1996) e inhibiendo su produccion (Ellis,
Nathanson et al. 2001) resulta extremadamente interesante para el desarrollo
de nuevos farmacos contra la hipertension ocular; sin embargo los efectos
secundarios anteriormente descritos hacen necesario la busqueda de analogos
mas especificos para los subtipos de receptor muscarinico que minimicen los

efectos no deseados
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3.1.3 Otros factores que influyen en la regulacion del HA.

La dinamica del HA es un sistema homeostatico disefiado para mantener
unas condiciones estables que posibiliten el funcionamiento global del 6rgano
visual. Sin embargo son muchos los factores que influyen en el equilibrio
dinamico del HA. Variaciones del estado fisioldgico del individuo pueden alterar

las condiciones de este equilibrio.

Las situaciones de hipotermia comportan una disminucién en la produccién
de HA. Se ha comprobado en conejo, que la disminucién de la temperatura
corporal produce una disminucion progresiva de la formacion de HA,
probablemente asociada a una disminucion de la actividad metabdlica de los

procesos ciliares (Becker 1960; Pollack, Becker et al. 1960).

Las variaciones de la presion sanguinea son otro de los factores
condicionantes de esta dinamica. Se ha comprobado que las restricciones del
flujo sanguineo carotideo promueven la disminucion de la formacion de HA en
primates (Bill 1970).

De la misma manera, las situaciones transitorias hipoosméticas, que
pueden acontecer por la ingesta rapida y abundante de agua, promueven la
formacion del HA. ElI efecto antagonico se produce en situaciones
hiperosmoéticas, conllevando ademas una disminucién paralela de la PIO
(Beneyto Martin 1991).

La edad, es otro de los factores que influyen en la dinamica del HA. Se
estima que cada década de vida, se reduce aproximadamente un 2% la
produccion de HA (Brubaker, Nagataki et al. 1981). Paradojicamente, al mismo

tiempo, la incidencia de la hipertension ocular aumenta con la edad.

Sin embargo, probablemente uno de los factores mas destacable y mas
estudiado, sea la variacion de la PIO a lo largo del ciclo circadiano. En
humanos los valores de PIO pueden reducirse hasta un 50% durante el ciclo
nocturno (Reiss, Lee et al. 1984; Song, Lee et al. 2014) y estos variaciones se
dan incluso en sujetos con hipertensioén ocular (Liu and Weinreb 2014).
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Las variaciones diarias de la PIO, en ciclos diurnos y nocturnos, siguen
inherentemente las fluctuaciones circadianas de la neurohormona melatonina
(Samples, Krause et al. 1988; Agorastos and Huber 2011).

4. LA MELATONINA

La melatonina, o N-acetil-5-metoxitriptamina, es una indolamina sintetizada
a partir de la serotonina por la accién consecutiva de la arilalquilamino-N-
acetiltransferasa (AANAT) y la hidrixiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) (Fig.
1.10) (Axelrod 1974). Se aislo inicialmente a partir de extracto pineal bovino en

1958, lo que permitié su caracterizacion estructural (Lerner, Case et al. 1958).

SEROTONINA
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I: | |[ i (5-hidroxitriptamina)
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Arilalquilamino-N-Acetiltransferasa
(AANAT)
H
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| (5-hidroxitriptamina)
N
H [
Hidrixiindol-O-Metiltransferasa
ﬂ (HIOMT)
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@ NY . MELATONINA
O | 0 (N-acetil-5-metoxitriptamina)
N
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Figura 1.10. Sintesis de melatonina.

Esquema de la sintesis de melatonina a partir de serotonina. Detalle de los grupos
quimicos adicionados por AANAT e HIOMT

Imagen modificada de cronobio.es

Esta neurohormona esta presente en todos los organismos tanto
animales como vegetales, interviniendo en un gran numero de procesos
celulares y vias de regulacion. Se ha descrito la participacion de la melatonina

como inmunomodulador (Carrillo-Vico, Guerrero et al. 2005), antidepresivo
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(Beck-Friis, Kjellman et al. 1985; Quera Salva, Hartley et al. 2011; Kripke, Elliott
et al. 2015; Pringle, Bogdanovskaya et al. 2015), antioxidante en procesos de
envejecimiento (Oxenkrug, Requintina et al. 2001; Reiter, Tan et al. 2003), en la
regulacion de la maduracion de los drganos sexuales (Kumanov, Tomova et al.
2005; Lewis, Middleton et al. 2006), en el desarrollo embrionario del ojo
(Sampaio Lde 2008; Sampaio Lde 2009), como modulador de la presién
arterial, mediada por catecolaminas (Sewerynek 2002), y como regulador de la

presion intraocular(Pintor, Pelaez et al. 2003).

A pesar del gran numero de procesos en los que interviene la melatonina
su funcidon mas caracteristica esta ligada a la adaptacion de los fotorreceptores
a las diferentes condiciones luminicas (Wiechmann, Vrieze et al. 2003) y
fundamentalmente, a la regulacion circadiana de los ciclos de luz-oscuridad
(Fig. 1.11) (Bartness and Goldman 1989) y estacionales (Arendt 1998).

MAXIMA
g Iglg)éllglgl\NACION
MAXIMA SECRECioN 10:00
DE TESTOSTERONA ; 14:30

09:00 " , MAXIMA
INICIO MOVIMIENTO aa.30 : : ¢ 15:30 VELOCIDAD DE

INTESTINAL RESPUESTA
FIN SECRECION 07:304 MAXIMA EFICIENCIA
DE MELATONINA — ~ ~ CARDIOVASCULAR
17:00
06:45p MAXIMA FORTALEZA
SALTO DE PRESION MUSCULAR
SANG UINE A
06:00 18:00
MAXIMA
18:30 PRESION
19:00 SANGUINEA
.
- CORPORAL
TEMPERATURA
CORPORAL
21:00
INICIO DE SECRECION
02:00 DE MELATONINA
SUERO 22:30
PROFUNDO 00:00 SUPRESION DE

MOVIMIENT O INTESTINAL

Figura 1.11. Ciclo circadiano.
llustracion del esquema horario del ciclo circadiano con los principales acontecimientos
fisioldgicos. Imagen obtenida de www.botiquinmagico.com

70



Introduccidén

4.1 PRODUCCION DE MELATONINA

La estructura principal responsable de la generacion de la melatonina es la
glandula pineal o epifisis; presente en el en diencéfalo (Moller and Baeres
2002). La epifisis, es una pequefia glandula endocrina, de 5-8 mm en
humanos, compuesta principalmente por células de la neuroglia (Vollrath 1981)
y pinealocitos; siendo estos ultimos los responsables de la sintesis de

melatonina.

Los sistemas que regulan la produccion de melatonina en la glandula
pineal, estan intimamente relacionados con la funcion circadiana de esta
neurohormona. Bajo estimulacion luminica, las células fotorreceptoras de la
retina se mantienen hiperpolarizadas; sin embargo en oscuridad la
despolarizacion de estas células permite la liberacion de noradrenalina (NA)
hacia el nlcleo supraquiasmético hipotaldmico. Desde el ndcleo
supraquiasmatico, el impulso recorre fibras simpaticas preganglionares hacia el
ganglio cervical que inerva directamente la glandula pineal con fibras
postganglionares secretoras de NA (Fig. 1.12) (Schomerus and Korf 2005). La
liberacibn de NA en la glandula pineal estimula principalmente los
adrenoreceptores B de los pinealocitos, lo que promueve la sintesis de
melatonina asociada a un aumento intracelular del AMPc (Dominguez-
Rodriguez, Abreu-Gonzalez et al. 2009; Dominguez-Rodriguez, Samimi-Fard et
al. 2009) mediante el aumento de la actividad de la AANAT (Klein, Coon et al.
1997). De igual forma, la estimulacion sinérgica de los adrenoreceptores a;
contribuye, mediante el aumento de inositoles fosfato, a la liberacion de

melatonina por parte de los pinealocitos (Reiter 1991).

La glandula pineal vierte su secrecién directamente en el torrente
sanguineo a través del cual la melatonina alcanza sus oOrganos diana. La
secrecion se realiza principalmente por difusion pasiva a medida que aumenta
la produccién. Esta comienza poco después del inicio del periodo de oscuridad,
alcanzando su pico maximo en sangre (60-200 pg/ml en humanos) en la mitad
del ciclo nocturno. A partir de este punto la concentracién de melatonina sérica

desciende gradualmente hasta alcanzar los niveles del ciclo diurno (10-20
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pg/ml) (Reiter 1991). La melatonina sérica se encuentra, mayoritariamente,
unida a proteina, y solo una pequefia parte circula de forma libre por el torrente
sanguineo. Finalmente la melatonina alcanza el higado, donde es tranformada

a metabolitos de desecho urinario.

Melatonina

HHHo
u:H;B-[s’-"'“-]\—lu:—c—N—c—CHg
e o~ H OH
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! ( ) Glandula A
? pineal 4

' Tracto i)
“ retinohipotalamico v i
Ndcleo W |
. iy supraquiasmatico
Estimulacion

¥
Ganglio cervical —O

Figura 1.12. Produccion de melatonina.
Esquema de la estimulacidn de la sintesis de melatonina en oscuridad
Imagen modificada de www.culturacientifica.com

A pesar de que la glandula pineal es el principal 6rgano secretor de
melatonina en los vertebrados, existen otras estructuras fisioldgicas ligadas a
su produccién (Lerner, Case et al. 1959). Se ha descrito produccion local de
melatonina en el timo, ligada a su desarrollo embrionario (Jimenez-Jorge,
Jimenez-Caliani et al. 2005), sintesis extrapineal en el epitelio respiratorio
(Kvetnoy 1999), en médula 0sea, donde los niveles de melatonina son muy
elevados (Tan, Manchester et al. 1999; Conti, Conconi et al. 2000), en el tracto
intestinal (Huether, Poeggeler et al. 1992; Huether 1993), en los 6rganos
reproductores (Tijmes, Pedraza et al. 1996; Itoh, Ishizuka et al. 1999), en

placenta humana, donde actia como regulador funcional (Iwasaki, Nakazawa
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et al. 2005), en linfocitos humanos, donde su sintesis podria tener una funcién
autocrina o paracrina relacionada con procesos locales inflamatorios (Carrillo-
Vico, Guerrero et al. 2005).

En ninguno de estos casos se ha podido relacionar la sintesis de
melatonina con un patron circadiano, por lo que esta produccion estrapineal se
relaciona mas con procesos locales y proteccion frente al estrés oxidativo (Tan,
Manchester et al. 2003).

Un caso mas particular de produccion extrapineal, lo encontramos en las
estructuras anejas al 0jo; como las glandulas de Harder (Menendez-Pelaez,
Howes et al. 1987) y estructuras oculares como el cristalino (Abe, Itoh et al.
1999), la retina (luvone and Besharse 1983) y el cuerpo ciliar (Martin, Malina et
al. 1992).

4.1.1 Estructuras productoras de melatonina en el ojo

Al igual que en otros 6rganos, la produccién de melatonina extrapineal en
el ojo parece tener una marcada funcion local; sin embargo, en el ojo, la
sintesis de melatonina mantiene un ciclo circadiano. La estructura ocular mejor

estudiada en este sentido es la retina.

Inicialmente se consideraba que la melatonina presente en la retina era de
origen pineal, dada la alta vascularizacion de esta estructura. Sin embargo, hoy
sabemos que existe una produccion activa de esta neurohormona, que
ademas, mantiene el ciclo circadiano (Tosini and Fukuhara 2002; Zawilska,
Lorenc et al. 2006).

A pesar de la complejidad celular presente en la retina, se ha identificado la
sintesis de melatonina en los fotorreceptores, probablemente los conos, (Tosini
and Fukuhara 2003). La regulacion de esta produccion local es independiente
de la glandula pineal, por lo que la retina posee su propio reloj circadiano

independiente de la glandula pineal (Tosini 2000).
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La funcién de esta produccién local en la retina es desconocida, pero las
concentraciones de melatonina halladas en retina de roedor (2 pg/mg de
proteina) parecen ser adecuadas para la activacion de los receptores de
melatonina (Chanut, Nguyen-Legros et al. 1998), por lo que se postula su
accion como neuromodulador o neurohormona autocrina (Tosini and Fukuhara
2003).

Otras estructuras oculares involucradas en la sintesis de melatonina son el
cristalino y los procesos ciliares. El cristalino es una estructura avascular, y por
lo tanto aislada de la melatonina de origen pineal, en la que se ha detectado
actividad de las enzimas AANAT e HIOMT, y variaciones circadianas en la
concentracion de melatonina (Abe, Itoh et al. 1999). Estos datos, sugieren una

posible sintesis local de melatonina.

Al igual que en el cristalino y la retina, los procesos ciliares cuentan con
toda la maquinaria necesaria para la sintesis de melatonina. Este hecho no es
sorprendente, teniendo en cuenta que el cuerpo ciliar y la retina tienen un
origen embriolégico similar. Tanto en procesos ciliares como en el humor
acuoso que lo rodea, se han detectado indolaminas y actividad enzimatica de
AANAT e HIOMT (Martin, Malina et al. 1992). En procesos ciliares humanos se
han hallado también metabolitos intermediarios de la sintesis de melatonina
como el 5-hidroxitriptofano y la N-aceitlserotonina; lo que sugiere un
metabolismo activo de esta via (Martin, Malina et al. 1992). En el mismo
sentido, se ha constatado la presencia de melatonina en humor acuoso

humano en concentraciones muy significativas (Chiquet, Claustrat et al. 2006).

Estos hallazgos son de una gran trascendencia en la regulacion de la
presion intraocular, si consideramos que ésta también presenta fluctuaciones
circadianas, y que la melatonina ha sido descrita como uno de sus

moduladores (Pintor, Martin et al. 2001).

Un caso curioso de estructura productora de melatonina, aneja al ojo, es la

glandula de Harder (Djeridane, Vivien-Roels et al. 1998). Es una glandula
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sebacea que actia como accesoria de la glandula lagrimal en roedores y
lagomorfos (Kittner, Olah et al. 1978), facilitando la lubricacion de un tercer
parpado. La produccion de melatonina es asi vertida en el contenido lagrimal
en concentraciones adecuadas para la estimulacion de los receptores de
melatonina presentes en la superficie ocular (Mhatre, van Jaarsveld et al.
1988).

4.2 DEGRADACION DE LA MELATONINA

Como ya hemos visto, la mayor parte de la melatonina es producida por la
glandula pineal, y vertida al torrente sanguineo, a través del cual alcanza los
organos diana, para finalmente ser degradada por el higado. Al alcanzar éste,
la melatonina es metabolizada por el citocromo P450 transformandose en 6-
hidroximelatonina, que es conjugada principalmente a derivados sulfatados, o
de forma minoritaria a derivados glucoronizados (Cardinali 1981). Finalmente,
estos derivados pueden ser eliminados en forma de 6-sulfatoximelatonina como
desecho urinario (Fig. 1.13) (Markey, Higa et al. 1985).

MELATONINA
IDO/MPO
N-acetil-5- Excrecion sin
metoxicinuramina cambios
(AMK)
Cit P450
l NADPH + H,0
i:gf;;?ﬂﬁt: { 6-OH-melatonina } 6-sulfatoximelatonina
(metabolito urinario) (metabolito urinario)

Figura 1.13. Degradacion de la melatonina.
Esquema de los diferentes mecanismos seguidos por la melatonina para su degradacion.
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Si bien la ruta hepatica es la principal responsable de la degradacion de
melatonina en el organismo, se han encontrado diferentes metabolitos de
degradacion de esta neurohormona en otros érganos como intestino, piel y

sistema nervioso central.

4.2.1 Metabolitos extrahepaticos de melatonina

Uno de los metabolitos de origen no hepatico mas abundante es la 6-
hidroximelatonina. A diferencia de la generada en higado, la 6-
hidroximelatonina puede también producirse por la interaccién directa de la
melatonina con especies oxidantes del oxigeno y del nitrdgeno (Zhang,
Squadrito et al. 1998; Zhang, Squadrito et al. 1999). Al igual que la melatonina,
tiene una gran capacidad antioxidante como recolector de radicales libres y
como protector del ADN frente al estrés oxidativo (Liu, Chen et al. 2002;
Maharaj, Limson et al. 2003; Matuszak, Bilska et al. 2003).

Al igual que en el caso anterior, la 3-hidroximelatonina ciclica es generada
por la accién directa de especies oxidantes, radical hidroxilo y peroxinitrito,
sobre la melatonina (Tan, Manchester et al. 1998; Zhang, Squadrito et al. 1999;
Peyrot, Houee-Levin et al. 2006). La 3-hidroximelatonina presenta un gran
parecido estructural con la fisostigmina (inhibidor de la colinesterasa), por lo
qgue se ha postulado su utilizacion terapéutica en el tratamiento de algunas
enfermedades como el Alzhéimer (Lahiri, Chen et al. 2005). Es, ademas, capaz
de reaccionar con especies reactivas del nitrégeno y el oxigeno, generando a
su vez N1l-acetil-N2-formil-5-metoxicinuramina (AFMK) (Bonnefont-Rousselot,
Collin et al. 2011). Entre ambas moléculas se establece un equilibrio, que
responde a las concentraciones endogenas de oxidantes; por lo que el ratio
entre ambas moléculas es un buen indicativo del nivel endégeno de estrés

oxidativo.

El AFMK es probablemente el principal metabolito de la melatonina.
Evolutivamente el AFMK es anterior a la aparicién de la 6-sulfatoximelatonina,
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gue como ya hemos visto es el principal metabolito urinario de la melatonina.
Este hecho hace que se considere al AFMK como el metabolito ancestral de la
melatonina. La aparicidn de la 6-sulfatoximelatonina, responderia por lo tanto a
la necesidad un metabolito de deshecho mas hidrosoluble para su expulsion

por las vias urinarias.

Existen mudultiples vias para la generacion del AFMK. A partir de la
melatonina se puede sintetizar por via enzimética o pseudoenziméatica; por
irradiacion UVA o por reaccion directa con especies reactivas del oxigeno,
aunque su produccion mayoritaria se realiza por accion del citocromo c
mitocondrial (Semak, Naumova et al. 2005). Su distribucion en el organismo es
muy amplia, encontrandose en leucocitos, eritrocitos, pulmones y piel, y en
algunos tejidos como el sistema nervioso central constituye el principal

metabolito de la melatonina.

La capacidad antioxidante del AFMK es muy parecida a la de la melatonina
(Maharaj, Anoopkumar-Dukie et al. 2002), interviniendo en procesos
detoxificantes, reduciendo la peroxidacion lipidica, el dafio al ADN, el dafio
neuronal inducido por peroxido de hidrégeno y péptido beta amiloide
(Burkhardt, Reiter et al. 2001; Tan, Manchester et al. 2001; Onuki, Almeida et
al. 2005; Srinivasan, Pandi-Perumal et al. 2006). A las capacidades
antioxidantes del AFMK se suman las de uno de sus productos de degradacion,
el N-acetil-5-metoxicinuramina (AMK), cuya capacidad antioxidante es aun
mayor (Ressmeyer, Mayo et al. 2003; Galano, Tan et al. 2013). El AMK
disminuye la concentracion de éxido nitrico neuronal, inhibiendo la actividad de
la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Entrena, Camacho et al. 2005; Leon, Escames
et al. 2006). Ambas moléculas presentan actividad antiinflamatoria e
inmunomoduladora. EI AMK inhibe la produccién de prostanglandinas (Kelly,
Amato et al. 1984), mientras que el AFMK es capaz de inhibir el factor de
necrosis tumoral a e interleucina 8 en neutrdfilos (Silva, Rodrigues et al. 2004),
y ambas moléculas son capaces de inhibir la produccién de la enzima

proinflamatoria cicloxigenasa 2 (Mayo, Sainz et al. 2005).

El hecho de que tanto la melatonina, como sus metabolitos posean
capacidad antioxidante; ya sea como recolectores de radicales libres, o como
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moduladores de otros mecanismos de proteccion ante el estrés oxidativo, pone
de manifiesto la importancia del papel de esta neurohormona en los

mecanismos protectores antioxidantes fisiologicos.

4.3 RECEPTORES DE MELATONINA

Las acciones de la melatonina en los mecanismos reguladores y de
sefalizacion intracelular son muy diversas. Algunas de estas acciones se
deben a una interaccion directa de la melatonina con moduladores o
intermediarios de sefializacion intracelular. Este es el caso de la inhibicion de la
unién del Ca** a la calmodulina (Benitez-King and Anton-Tay 1993), que regula
la inactivacion de la adenilato ciclasa (AC). Para otras acciones, como la
inhibicion del sistema NOS o de la lipooxigenasa ( LOX), que desembocaria en
la inactivacion de la guanilato ciclasa (GC) y en la acumulacién de acido
araquidénico (AA) respectivamente, aun no se ha determinado la identidad del
receptor de melatonina implicado o su mecanismo de accién. Sin embargo, la
mayoria de la funciones de la melatonina estan mediadas por receptores

especificos de melatonina.

4.3.1 Receptores nucleares

Aunque se dispone de poca informacién sobre los receptores nucleares de
melatonina, se han identificado varios receptores huérfanos pertenecientes a la

superfamilia de receptores nucleares RZR/ROR (Mor, Plazzi et al. 1999).

Entre los receptores identificados se encuentran los receptores RZR/RORa,
expresado de forma profusa en diferentes 6rganos y tejidos, el RZR/ROR},
especifico de encéfalo y retina (Smirnov 2001), y el RZR/RORy, que aunque
encontrado en diferentes tejidos, presenta su mayor indice de expresion en el

musculo esquelético (Hirose, Smith et al. 1994).
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Sabemos que parte de las acciones de la melatonina son mediadas por
este tipo de receptores, que actian en la regulacién de diversos genes. Uno de
los genes cuya trancripcion se ha descrito como modulada por melatonina es el
que codifica para la enzima 5-lipoxigenasa, implicada directamente en
reacciones alérgicas e inflamatorias (Carlberg and Wiesenberg 1995). De igual
forma ha sido descrita como diana de estos receptores nucleares las regiones
reguladoras de otros genes como el p21WAF1/CIP1, apolipoproteina A-1, N-

myc o la proteina 2 de células de Purkinje (Wiesenberg, Missbach et al. 1998).

. El estudio en este nuevo campo ha revelado interacciones hasta ahora no
sospechadas de la melatonina con diferentes enzimas, extendiendo aun mas

los campos sobre los que la melatonina actia como regulador.

4.3.2 Receptores de membrana

Como ya mencionamos anteriormente, la mayoria de las acciones
realizadas por la melatonina, son mediadas a través de receptores de
membrana pertenecientes a la familia de proteinas de siete dominios

transmembrana acopladas a proteina G (GPCR) (Morgan, Lawson et al. 1989).

Actualmente han sido descritos tres tipos de receptores de melatonina en
mamiferos, denominados, segun nomenclatura adaptada a la International
Union of Pharmacology (IUPHAR), como MT;, MT, y MT3; (Dubocovich,
Cardinali et al. 1998).

Tanto el receptor MT; (Reppert, Weaver et al. 1994; Roca, Godson et al.
1996) como el MT, (Reppert, Godson et al. 1995), han sido identificados y
clonados. Un caso particular lo presenta el receptor MTs, caracterizado
farmacoldégicamente, pero cuya estructura molecular es desconocida
(Dubocovich, Masana et al. 2000). El receptor MT3 fue purificado por afinidad a
partir de rindon de hamster en 2000 (Nosjean, Ferro et al. 2000), sin embargo,
incluso hoy en dia sigue existiendo controversia sobre las caracteristicas,

funciones e identidad de este receptor.
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Los receptores de melatonina identificados en especies no mamiferas,
mantienen de forma habitual la nhomenclatura clasica. En ésta, se distinguen
receptores de alta afinidad a melatonina (orden picomolar) denominados ML1,
y receptores de baja afinidad (orden nanomolar), denominados ML2
(Dubocovich 1995). Dentro de los receptores de alta afinidad han sido
identificados los receptores Mella, Mellb y Mellc. Tanto Mella como Mellb
presentan secuencias homologas a los receptores de mamiferos MT; y MT,
respectivamente (von Gall, Stehle et al. 2002), sin embargo, a pesar de haber
sido clonado en diferentes especies (Ebisawa, Karne et al. 1994; Reppert,
Weaver et al. 1995), no ha sido hallado el ortélogo en mamiferos para el
receptor Mellc (Reppert 1997).

Los receptores ML2 de baja afinidad fueron inicialmente detectados en
cerebro de hamster (Ebisawa, Karne et al. 1994) y presentan un perfil
farmacoldgico diferente a los ML1 (Dubocovich 1988). Se ha correlacionado a
los receptores ML2 de baja afinidad con el receptor de mamiferos MT3 (von
Gall, Stehle et al. 2002), sin embargo al no existir una identificacion molecular

de dicho receptor, tal correlacion es actualmente tema de discusion.

4.3.2.1 Estructura molecular

Tanto el receptor MT; como el receptor MT, se clasifican como receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) pertenecientes a la clase A de tipo rodopsina

[www.gpcr.org/7tm].

Su estructura presenta siete hélices de marcado caracter hidrofébico, que
se corresponden a siete dominios transmembrana, conectados entre si, por
tres regiones extracelulares y tres intracelulares (Fig. 1.14) (Wess 1993). La
configuracion de estas secuencias sugiere la presencia de sitios
potencialmente fosforilables o susceptibles de glicosilacion. En este sentido,
para el receptor MT; se han hallado dos sitios susceptibles de glicosilacion en

la region N-terminal (Navajas, Kokkola et al. 1996) y se presume que este
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receptor podria existir de forma funcional en mas de una forma glicosilada
(Reppert, Weaver et al. 1994; Reppert, Weaver et al. 1996). Por otra parte, el
receptor MT, Unicamente presenta un sitio susceptible de glicosilacion en la
region N-terminal (Navajas, Kokkola et al. 1996; Reppert, Weaver et al. 1996).

Melatonina

N-terminal

Wil

’ Wi

-

I'i;itm..” y

Membrana

C-terminal . Proteina G

Figura 1.14. Estructura de los receptores de melatonina.

Esquema de receptor de melatonina donde se muestra la disposicion de los siete dominios
transmembrana , las regiones intracelulares y extracelulares y el acoplamiento a proteina
G . Imagen modificada de www.hivehealthmedia.com

El receptor MT; estd compuesto por 350 aminoacidos, con un peso
molecular de 39 KDa y el gen que codifica este receptor se localiza en la
posicion 4qg35-1 (Slaugenhaupt, Roca et al. 1995). El receptor MT,, esta
compuesto por 362 aminoacidos, con un peso aproximado de 40 KDa. El gen
que codifica para el receptor MT, se localiza en la posicion 11921-22 [Reppert
et al., 1995a]. Ambos receptores presentan una homologia del 60% [Reppert et
al., 1996].

Como ya hemos mencionado el receptor MT3 presenta particularidades
dentro de los receptores de melatonina. Su identificacion se realizé mediante
estudios funcionales y de union (Nosjean, Ferro et al. 2000). Dichos estudios
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situaban el receptor MT3 como perteneciente a la familia de quinonas
reductasas, concretamente la quinona reductasa 2 (NQO2). Se ha reconocido a
esta enzima funciones en procesos de detoxificacion, relacionando la NQO2
con el papel antioxidante ya descrito de la melatonina, sin embargo, resulta
dificil establecer un papel concreto de esta enzima en la funcidon antioxidante
(Vella, Ferry et al. 2005).

De esta forma se inicia una controversia sobre la identidad del receptor
putativo MT3. Si bien en algunos modelos knock-out para el gen de NQO2, se
constatd la desaparicion de sitios de unidn de baja afinidad para melatonina
(correspondiente a MT3) (Malilliet, Ferry et al. 2004), existen otros modelos en
los que no se ha podido equiparar la identidad NQO2 - MT3 (Nosjean, Nicolas
et al. 2001; Alarma-Estrany, Crooke et al. 2009).

En este mismo sentido se ha comprobado que la union de melatonina o
derivados a la enzima, no inhibe la actividad de esta cuando su sustrato
natural, la menadiona, se encuentra unida a su centro activo (Mailliet, Ferry et
al. 2004). De la misma forma, han sido descritas correlaciones entre el perfil
farmacoldgico del receptor MT3 (tanto en no mamiferos como mamiferos) y la
generacion de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Eison and Mullins
1993; Mullins, Fernandes et al. 1997). De igual manera, el 5-metoxi-
carbonilamino-N-acetiltriptamina (5-MCA-NAT), agonista selectivo del receptor
MT3, es capaz de activar la sintesis de AMPc en retina de pollo. (Sampaio Lde

2009). Todos estos descubrimientos parecen refutar dicha identidad.

En 2009, los experimento realizados por Alarma-Estrany, demostraron que
tras abolir, mediante el uso de ARN de interferencia (SIRNA), la presencia de
NQO2, éste agonista selectivo del receptor MT3;, ~mantenia sus efectos
hipotensores intactos; dando un nuevo impulso a esta controversia (Alarma-
Estrany, Crooke et al. 2009).

En 2010 un nuevo estudio sobre el agonista 5-MCA-NAT, cuestiond la
selectividad especifica de éste por el receptor MT3; atribuyendo las acciones
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bioldgicas anteriormente descritas a su papel como potente agonista parcial de
los receptores MT; y MT, en rangos sub-micromolares (Vincent, Cohen et al.
2010).

Este estudio demuestra la capacidad del 5-MCA-NAT para activar los
receptores MT; y MT;, sin embargo dada la promiscuidad en la activacion de
segundos mensajeros y sefializacion intracelular atribuida a los receptores de
melatonina, resulta dificil atribuir acciones bioldgicas especificas a estos
receptores; debiendo admitir la posibilidad de desconocidas vias de

sefalizacion o la existencia de nuevos receptores aun no descritos.

4.3.2.2 Vias de sefnalizacion y mediadores intracelulares

Existe una bien establecida via clasica de sefalizacion intracelular para los
receptores MT; y MT,. Como ya hemos mencionado, estos receptores
pertenecen a la familia de receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a proteina G (GPCRs) (Fig. 1.14) (Morgan, Lawson et al. 1989;
Reppert 1997; von Gall, Stehle et al. 2002; Rivara, Lorenzi et al. 2005).

De forma clasica, la estimulacion de los receptores MT1 y MTy,
desembocaria en la inactivacion de la adenilato ciclasa (AC) (von Gall, Stehle
et al. 2002) en un proceso mediado por la subunidad Ga; de la proteina G
acoplada al receptor de membrana. La inactivacién de la AC comportaria una
disminuciéon de la concentracion de AMPc intracelular, y finalmente, una
disminucidon de proteina quinasa A (PKA) activada. Se ha demostrado que la
accion de estos receptores inhibe la formacion de AMPc inducida por
forskolina (forsk) (Vanecek 1998).

Sin embargo, dependiendo del tejido, 6rgano o especie estudiada, los
receptores MT; y MT, son capaces de activar cascadas de sefalizacion muy
diferentes. En la linea celular HEK293 el receptor MT; ha sido implicado en la
activacion de la fosfolipasa C-a (PLC-a) (Brydon, Roka et al. 1999); mientras
que el receptor MT,, ademas de inhibir de forma clasica la AC, ha sido descrita
en procesos de inhibicién de la enzima guanilato ciclasa (GC) (Petit, Lacroix et

al. 1999).
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La plasticidad en la transduccion de sefales demostrada por los receptores
de melatonina est4, al menos parcialmente, relacionada con su capacidad para
asociarse con diferentes tipos de proteina G. Se sabe que los receptores
clonados de melatonina son capaces de unirse a proteinas G; subtipos del 1-3,
G; y posiblemente a Gs (Wong 1996). De hecho, la activacion de Gs ha sido
confirmada recientemente para el receptor MT; en células epiteliales de
préstata humana (Shiu, Pang et al. 2010; Chen, He et al. 2014). De igual forma
MT,y MT ,, pero no Mel;, han demostrado capacidad de asociarse a proteina
Gis en células COS-7 transfectadas (Mody, Ho et al. 2000; Lai, Mody et al.
2002). La activacion de la fosfolipasa C (PLC) por estimulacion mediante
melatonina, sugeria también una posible asociacién de estos receptores con
proteina Gy, G11 0 G1a (New, Tsim et al. 2003). La activacion de Gq ha sido
demostrada para el receptor MT; en musculo liso gastrointestinal, asociada a
una activacion de la PLC y a un aumento de la hidrolisis de fosfatidilinositol (PI)
y Ca?" intracelular (Ahmed, Mahavadi et al. 2013). De igual manera el receptor
MT, es capaz de activar la PKCC en un proceso asociado a la activacion de Gy

en células mesenquimales (Lee, Jung et al. 2014).

4.3.2.2.1 Vias de sefalizacion PLC/PKC

La PLCB es una enzima que participa en el metabolismo de los
fosfatidilinositoles (P1) y la sefializacién intracelular medida por Ca®". La
activacion de esta enzima se ha asociado a diferentes subunidades de proteina
G: Gag, Gay, Gaws, Gas, Gag, y a las subunidades GBy (Rebecchi and
Pentyala 2000). Existe una amplia bibliografia que demuestra la activacion de
esta via mediada por melatonina, en diversos modelos celulares (Eison and
Mullins 1993; Popova and Dubocovich 1995; Mullins, Fernandes et al. 1997
Benitez-King, Hernandez et al. 2001). Como ya hemos mencionado, trabajos
recientes en este campo han demostrado que la interaccion entre receptores
de melatonina y la PLC es mediada por la proteina Gy (Fig. 1.15) (Ahmed,
Mahavadi et al. 2013; Lee, Jung et al. 2014). A esta via de activacion se une la
ya resefiada mediada por Gie. Sin embargo, estos no son los Unicos

mecanismos que posibilitan la activacion de PLC/PKC.
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Figura 1.15. Vias de sefializacion. PLC/PKC

Esquema gréfico de la regulacion de la actividad de la PLC/PKC asociada a la
melatonina y sus receptores. Podemos diferenciar dos vias principales, mediadas por Gq
o por subunidades By de Gi Las flechas discontinuas representas mediaciones para las que
aln no se ha definido el mecanismo de accion.

Antes del descubrimiento de la asociacion de receptores de melatonina con
proteina Gq, se postulé un mecanismo alternativo mediado por las subunidades
GBy (New, Tsim et al. 2003). Existen multiples ejemplos de activacion de esta
via mediados por subunidades GPy de receptores asociados a proteina G;
(Tsu, Lai et al. 1995). De hecho, existen sistemas, en los que la activacion de la
via PLC/PKC por receptores de melatonina queda abolida por la accién de la
toxina pertusica, lo que implica directamente la intermediacion de una proteina
Gi.(McArthur, Hunt et al. 1997; MacKenzie, Melan et al. 2002). En el mismo
sentido, un efecto descrito en la literatura es la potenciacion de la activacion de
la PLC, preactivada mediante G4, mediada por proteina G; (Chan, Lee et al.
2000). Este efecto ha sido observado en células HEK-293 en los que se ha
constatado una potenciacion de la activacion de la PLC cuando se estimulan
simultdneamente los receptores MT; y los receptores P2Y, acoplados a
proteina Gq (Fig. 1.15) (Abe, Itoh et al. 1999).
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4.3.2.3.2 Vias de activacion de la fosfolipasa A,

La fosfolipasa A, (PLA2) cataliza la hidrolisis de fosfolipidos a acido
araquidonico (AA) en respuesta a varias sefiales reguladoras (Lin, Lin et al.
1992). El AA interviene como segundo mensajero en multitud de procesos
mediados por GPCR, apuntando una posible via de sefalizacion para los

receptores de melatonina.
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Figura 1.16. Vias de sefializacion. PLA2/LOX.

Esquema gréfico de la regulacion de la actividad de la PLA2/LOX asociada a la
melatonina y sus receptores en la produccion y degradacion del cido araquidénico (AA)
como segundo mensajero. Las flechas discontinuas representas mediaciones para las que
aun no se ha definido el mecanismo de accion.

En células NIH-3T3, con sobreexpresion de receptores MT,, se constatd
que la melatonina era capaz de aumentar la secrecion de AA, cuando la PLA2
era preactivada, no asi la secrecion basal (Godson and Reppert 1997). Este
efecto era abolido en presencia de toxina pertusica e inhibidores de la PKC, lo
que apunta a la mediacion de proteina G; y la transduccion de sefal a través de
la PKC activada (Fig. 1.16).
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De forma complementaria, la melatonina podria regular el catabolismo del
AA, impidiendo su degradacion hacia leucotrienos, y por lo tanto aumentando
sus niveles intracelulares. La enzima implicada en esta degradacion, la
lipoxigenasa (LOX), es inhibida mediante melatonina (Martinuzzo, Del Zar et al.
1991), que ademas, ha demostrado su capacidad para inhibir la transcripcion
génica de algunos subtipos de LOX mediante la activacion de receptores
nucleares RZR/ROR (Fig. 1.16) (Steinhilber, Brungs et al. 1995). La relacién
existente entre la generacion de AA, la PLA; y la activacion de LOX, aunque
con resultados parcialmente contradictorios, ha sido corroborada en leucocitos
(Radogna, Sestili et al. 2009). Este trabajo apunta la interaccién de melatonina
con CaM, como iniciador de esta via de sefializacion, relacionandola ademas
con el metabolismo de radicales libres, e introduciendo una nueva posible via

de transduccion de sefales.

Las parciales contradicciones encontradas en la activacion de PLA; y LOX,
podrian indicar que los receptores de melatonina utilizan diferentes vias de

sefalizacion para la regulacion de la PLA..

4.3.2.2.3 Vias de sefalizacion a través de quanilato ciclasa

La guanilato ciclasa (GC) cataliza la formacion del GMPc. Este actia como
un importante segundo mensajero en una gran variedad de procesos
fisiologicos. Se ha constatado que existen variaciones intracelulares de este
segundo mensajero acompasadas a los ritmos circadianos, y que estas
fluctuaciones son debidas a efectos inhibitorios de la melatonina (Vanecek and
Vollrath 1989; Gilad, Matzkin et al. 1997; Bubis and Zisapel 1999).De hecho, la
inhibicion en la acumulacion de GMPc producida por la melatonina es mediada
Unicamente por el receptor MT,, estableciendo por primera vez una diferencia
entre los receptores MT;y MT, en sus vias de sefalizacion (Fig. 1.17) (Bubis
and Zisapel 1999; Petit, Lacroix et al. 1999).
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Melatonina

Figura 1.17. Vias de sefializacion. GMP_

Esquema gréfico de la regulacion de la actividad de la guanilato ciclasa asociada al
receptor MT, mediada por proteina Gi. Alternativamente la melatonina podria regular el
sistema a través de la CaM vy el sistema NOS.

De forma alternativa, la melatonina podria inhibir la actividad de la GC a
través del sistema 6xido nitrico sintasa (NOS) y la produccion de 6xido nitrico
(NO). La NOS es activada por CaM (Aoyagi, Arvai et al. 2003), con el
subsiguiente aumento de NO intracelular. Este, es conocido por ser un potente
activador de la GC (Spessert, Layes et al. 1993). Aunque el mecanismo de
accion de la melatonina sobre NOS aun no ha sido elucidado, la melatonina,
por accion directa, es capaz de inhibir la unién del Ca®" a la calmodulina, lo que
desembocaria en una disminucion de la actividad de la GC (Fig. 1.17) (New,
Tsim et al. 2003).

Esta via se vio refrendada parcialmente por los experimentos de Dortch-
Carnes y Tosini de 2013 en células inmortalizadas de epitelio ciliar no
pigmentado (Dortch-Carnes and Tosini 2013). En dichos experimentos se
demuestra la disminucién de NO y de GMPc por accién de la melatonina y
diferentes analogos como el 5-MCA-NAT vy el 1IK7; si bien dicho efecto esta

asociado al receptor MT», y no a la interaccion con la CaM.
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A pesar de que este trabajo demuestra la mediacion especifica del receptor
MT,, aun no queda establecida la forma en la que este receptor regula el
sistema NOS, por lo que seran necesarios futuros trabajos para elucidar la via

de sefalizacion completa y los efectos fisioldgicos que desencadena.

4.3.2.2.3 Vias de sefalizacion a través de la adenilato ciclasa

La adenilato ciclasa es una enzima, perteneciente al grupo de las liasas,
que cataliza, a partir de ATP, la sintesis de AMPc. Este actia como segundo
mensajero en multiples rutas intracelulares, siendo la mas estudiada la

activacion de la PKA.

En la actualidad se han descrito diez isoenzimas diferentes, denominadas
tipo 1 a 10, que difieren principalmente en su sensibilidad a los diferentes tipos
de subunidades Gq, Ggy Yy CaM (New, Tsim et al. 2003).

La mediacion de proteina G sensible a toxina pertusica, y su accion sobre
la acumulacion de AMPc intracelular, inducida por los receptores de
melatonina, fue ya descrita por Carlson et al en 1989 (Carlson, Weaver et al.
1989). La inactivacién de esta via por la toxina pertusica, indicaba claramente
la implicacion de la proteina G;j como mediador en la transduccién. En 1995,
quedo6 demostrado el acoplamiento de Mel;c a proteina G;, y la accion directa
de la subunidad G sobre la adenilato ciclasa y la consecuente disminucion de
AMPc (Fig. 1.18) (Yung, Tsim et al. 1995).

Sin embargo, esta no es la uUnica via por la que los receptores de
melatonina modulan la accion de la AC. Esto es debido al gran niumero de
isoenzimas diferentes, y a la capacidad de los receptores de melatonina por
asociarse a diferentes tipos de proteina G. La subunidad G, y G4, son capaces
de inhibir las AC tipo 1 a 6, mientras que G, no ha demostrado inhibir a las AC
tipo 2, 4, 5y 6 (New, Tsim et al. 2003). Las subunidades Gg, son capaces de

inhibir la AC tipo 1; sin embargo actian como activadores de las AC tipo 2,4y
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6, cuando estas han sido preactivadas por Ggs 0 fosforiladas por PKC (Tsu and
Wong 1996). Este fendmeno, se ha constatado en modelo de células
embrionarias renales transfectadas con receptor Mel;. y sobreexpresion de AC
tipo 2. En este modelo la melatonina fue capaz de aumentar la acumulacion de
AMPc intracelular (Yung, Tsim et al. 1995) a través de un receptor de

melatonina acoplado a proteina G; y G, via subunidad Gg, (Fig. 1.18).

m

Figura 1.18. Vias de sefializacion. AMP

Esquema gréfico de la regulacion de la actividad de la adenilato ciclasa asociada a la
melatonina y sus receptores. De forma clasica se considera la proteina Gi como el
principal mediador de esta via, sin embargo la regulacion de AC presenta otros
moduladores como la proteina Gs, Gq, subunidades By, PKC y CaM.

Este modelo podria explicar aparentes contradicciones como la
potenciacion que produce la melatonina en la acumulaciéon de AMPc inducida
por péptido intestinal vasoactivo en leucocitos humanos (Lopez-Gonzalez,
Calvo et al. 1992).

De forma independiente a los mecanismos ya mencionados, la CaM es
capaz de inhibir la activacion de la AC tipo 5y 6 (Taussig and Gilman 1995). De
esta forma, la melatonina por accién directa sobre la CaM, impidiendo la unién
del Ca** a la calmodulina, seria capaz de desactivar la inhibicién sobre estos

dos tipos de AC, y por lo tanto aumentar las concentraciones intracelulares de
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AMPc. En contraposicion, las AC tipo 1,3 y 7 son activadas por la CaM
(Taussig and Gilman 1995); por lo que la inhibiciéon de ésta, repercutiria en un
descenso en los niveles de AMPc (Fig. 1.18).

Otra posible via de regulacion de la AC implica la activacion de ésta por
fosforilacion mediada por PKC. Las AC tipo 1-8 presentan este tipo de
regulacion (Taussig and Gilman 1995). Como ya se ha discutido anteriormente,
los receptores de melatonina pueden activar esta via de sefalizacion por
diferentes mecanismos. La activacion de la PKC vy la fosforilacion de la AC tipo
1 a 8, promoveria por lo tanto el aumento en las concentraciones intracelulares
de AMPc (Fig. 1.18) (New, Tsim et al. 2003).

Por lo tanto, la respuesta final desencadena por la melatonina y sus
receptores, dependera de las diferentes combinaciones entre proteinas G, via
de sefializacion activada y la presencia mayoritaria de las diferentes

isoenzimas pertenecientes a esa via presentes en cada tipo celular.

Esta variedad en la transduccion de diferentes sefales intracelulares
dificulta el estudio de los receptores de melatonina, mas si cabe, cuando los
mismos receptores ademas de regular diferentes segundos mensajeros,
pueden regular la misma via de transduccién de forma positiva 0 negativa,
atendiendo a las condiciones ambientales o tipo celular estudiado (New, Tsim
et al. 2003).

4.3.2.3 Formacion de oligdmeros

La diversidad en las vias de transduccién puede no sélo depender de la
variedad existente de asociaciones a proteina G, sino también a las
asociaciones de estos receptores en forma de homémeros o heterdbmeros que
pueden modificar esa transduccion. La capacidad de oligomerizacion (tanto
homomeros como heterdmeros) de estos receptores es bien conocida, y se ha
demostrado la formacidbn de estas estructuras en células HEK239T

transfectadas con receptores MT; y MT, humanos (Ayoub, Couturier et al.
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2002), llegando a sugerirse que el receptor MT, existe preponderantemente en

forma de heteromero MT1/MT, (Ayoub, Levoye et al. 2004).

Figura 1.19. Homodimero de receptores de melatonina MT -MT..
Ejemplo de dimerizacion de receptores de melatonina. Uno de los receptores MT, se

encuentra acoplado al regulador de proteina G 20 (RGS20), modificando la sefial de
proteina G acoplada al receptor MT, que completa el homodimero . Imagen obtenida de

www. cochin.inserm.fr

Si bien la existencia de oligdbmeros en los receptores de la familia GPRCs
ha sido descrita profusamente en modelos celulares transfectados, su
funcionalidad in vivo ha sido siempre muy cuestionada (Bouvier, Heveker et al.
2007; Lohse 2010; Kamal and Jockers 2011).

A pesar de la polémica suscitada sobre su funcionalidad real, la
coexistencia celular de receptores extremadamente similares en afinidad por
melatonina y acoplados a la misma via de transduccion, sugiere una
interaccién entre ambos receptores. En 2013, un trabajo de Baba et al (Baba,
Benleulmi-Chaachoua et al. 2013) asocioé una funcién bioldgica, la regulacion
de los fotorreceptores de la retina, con la posible formacion de heteromeros
MT1/MT,; que implicaria la transduccion de la sefial a través de la via
PLC/PKC. Sin embargo, la existencia de la oligomerizacién de estos receptores
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como un mecanismo que explique la promiscuidad existente en la transduccion

a diferentes vias de sefalizacion, esta aun lejos de ser demostrado.

Aln mas interesantes parece ser la posibilidad de la formacién de
heteromeros de receptores de melatonina con otras familias de receptores.
Estudios recientes ya confirman esta posibilidad, apuntando la existencia de
heteromeros MT,/5HTC,. (Kamal, Gbahou et al. 2015).

4.4 MELATONINA'Y 5-MCA-NAT. IMPLICACIONES EN LA PIO

Como ya se ha mencionado con anterioridad, son muchas las estructuras
oculares capaces de sintetizar melatonina, y que ésta se realiza siguiendo un
ciclo circadiano. De esta forma podemos afirmar, que la sintesis de melatonina
es alta durante la noche, reduciéndose su concentracién durante el dia [(Lewy,
Wehr et al. 1980; Tosini, Davidson et al. 2007).

Al analizar las variaciones circadianas de la PIO, podemos observar que
los valores mas altos de PIO se obtienen durante el dia, reduciéndose en los
periodos nocturnos (Samples, Krause et al. 1988). De esta manera se pueden

correlacionar de forma inversa la PIO con la sintesis de melatonina en el ojo.

Si tenemos en cuenta que se ha descrito la presencia de receptores de
melatonina en procesos ciliares de diferentes especies (Osborne and Chidlow
1994; Pintor, Martin et al. 2001; Wiechmann and Wirsig-Wiechmann 2001,
Pintor, Pelaez et al. 2003), no es dificil asumir en estos receptores una posible

funcién reguladora sobre la PIO.

En estos mismos estudios, la melatonina y los analogos de ésta como, el 5-
MCA-NAT, han demostrado ser efectivos en la reduccion de la PIO en
diferentes modelos animales; incluyendo primates (Serle, Wang et al. 2004) y

humanos (Samples, Krause et al. 1988; Ismail and Mowafi 2009).
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Figura 1.20. Molécula de 5-MCA-NAT.
Formula desarrollada del 5-metoxi-carbonilamino-N-acetiltriptamina . Imagen obtenida
de www. cochin.inserm.fr

El 5-MCA-NAT (Fig. 120) presenta ciertas particularidades frente a la
melatonina u otros derivados de ésta. La disminucion de la PIO en modelos in
vivo producida por el 5-MCA-NAT, lo sitia, como agente hipotensor, por
encima de la melatonina y otros derivados (Pintor, Martin et al. 2001; Pintor,
Pelaez et al. 2003). Otra particularidad en la accidon hipotensora del 5-MCA-
NAT frente a la melatonina es la falta de desensibilizacion. Tanto para los
receptores MT; como MT, se ha comprobado fendmenos de desensibilizacion
a dosis continuadas de melatonina (MacKenzie, Melan et al. 2002; Gerdin,
Masana et al. 2003). Sin embargo este fendmeno no ocurre con el 5-MCA-
NAT. Dosis continuadas de este analogo mantienen los efectos hipotensores,
incluso tras administraciones superiores a cuatro dias (Pintor, Pelaez et al.
2003).

La accion hipotensora del 5-MCA-NAT, que como ya hemos mencionado
es un agonista selectivo del receptor putativo MT3, implica directamente a éste
en las funciones reguladoras de la PIO mediadas por receptores de melatonina
(Pintor, Martin et al. 2001). Sin embargo, en los experimentos de Alarma-

Estrany de 2009 (Alarma-Estrany, Crooke et al. 2009), queddé demostrado que
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los efectos hipotensores del 5-MCA-NAT se mantenian tras el silenciamiento
de NQO2 (identificado como el receptor MT3) (Nosjean, Ferro et al. 2000).

Estos hallazgos ponen en entredicho la identificacion formal del receptor
MT3; como la enzima NQOZ2; atribuyendo las acciones hipotensoras de la
melatonina y sus derivados, como el 5-MCA-NAT, a la mediacion de receptores
MT, junto con algun receptor de melatonina no identificado, y clasicamente
llamado MT3; (Alarma-Estrany, Crooke et al. 2009).

Con posterioridad a estos estudios, en un trabajo de Vincent et al (Vincent,
Cohen et al. 2010), se cuestioné el papel del 5-MCA-NAT como agonista
selectivo de los y receptores MT3. En este trabajo el 5-MCA-NAT es definido
como un potente agonista parcial de los receptores MT;1y MT,, atribuyendo las

acciones hipotensoras del 5-MCA-NAT a dichos receptores.

En este mismo sentido, (Dortch-Carnes and Tosini 2013), proponen
también que los efectos hipotensores de la melatonina y el 5-MCA-NAT,
estarian mediados por los receptores clonados de melatonina, en concreto por
el receptor MT,; y acoplados a la inhibicion del GMP. (Dortch-Carnes and
Tosini 2013).

De esta manera, las vias de actuacion hipotensora de la melatonina y sus
derivados parecen quedar circunscritas al mismo receptor de melatonina. Sin
embargo, aun quedan por explicar las diferencias encontradas en la respuesta

hipotensora sobre la PIO de estos compuestos

Las conclusiones aportadas por el trabajo de Dortch-Carnes y Tosini se
sustentan en la accion inhibitoria del antagonista selectivo del receptor MT, 4-
fenil-2-propioamidotetralina (4-P-P-DOT) sobre la acciéon del 5-MCA-NAT. El
efecto de este antagonista sobre la accion hipotensora del 5-MCA-NAT ya fue
probada por Pintor et al varios afios antes (Pintor, Pelaez et al. 2003),
resultando también en una inhibicién parcial en modelo in vivo. Sin embargo en
estos experimentos la utilizacién de un antagonista selectivo del receptor MTs,
frente a los receptores MT1 y MT; (prazosin) mostré una inhibicidon mas rapida y

acusada de dichos efectos.
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Similares estudios realizados por Alarma-Estrany et al en 2011(Alarma-Estrany,
Guzman-Aranguez et al. 2011), demostraron la accion selectiva de este
antagonista frente a nuevos compuestos hipotensores derivados de
melatonina. En este estudio se diferencia la accién del compuesto INS48862 y
el INS48852, cuya accion mediarian receptores MT,, frente al compuesto
INS48848, que actuaria via MT3; (Alarma-Estrany, Guzman-Aranguez et al.
2011).

La complejidad de las vias de sefalizacion y las respuestas finales inducidas
por los receptores de melatonina hacen dificil elucidar el papel y la accién
especifica del 5-MCA-NAT. Las dudas suscitadas sobre la especificidad de
éste como agonista selectivo, y la identidad del receptor putativo MTj3, son

cuestiones aun pendientes de resolucion.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La melatonina y su analogo el 5-MCA-NAT han sido descritos como
potentes hipotensores de la presion intraocular en diferentes modelos animales
in vivo y en humanos. La literatura existente apunta a que estas substancias
regulan la formacion del humor acuoso disminuyéndola; sin embargo, los

mecanismos responsables de esta regulacion permanecen aun sin descifrar.

La secrecién de cloruro en el epitelio ciliar ha sido descrita como el paso
fundamental y limitante en la formacién del humor acuoso, y por lo tanto,
aparece como un posible punto de regulacion de esta formacion. Este hecho
convierte a los procesos secretores en una posible diana de substancias

hipotensoras como la melatonina y el 5-MCA-NAT

Los estudios realizados en presion intraocular en diferentes modelos
animales muestran diferencias en el comportamiento de algunos analogos
como el 5-MCA-NAT frente a la mélecula natural, la melatonina. Esto podria
implicar la existencia de receptores o mecanismos de accion diferentes para
estos compuestos, sin embargo al no conocerse los mecanismos implicados

este fendmeno carece actualmente de explicacion.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio, apuntan la existencia
de una accion hipotensora a largo plazo no presente en el caso de la
melatonina. Los mecanismos implicados en esta accion son totalmente

desconocidos.

Frente a estas cuestiones los objetivos planteados han sido desglosados

atendiendo al periodo de accién de estas substancias:

e Caracterizacion de la respuesta hipotensora a corto plazo:
o Estudiar los mecanismos hipotensores de la respuesta aguda
a la melatonina y el 5-MCA-NAT, investigando la implicacion

de la secrecion de cloruro
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Estudiar las posibles diferencias en el perfil farmacolégico
entre ambas substancias

Elucidar la identidad del receptor o receptores implicados en
este mecanismo

Identificar las vias de tansduccion implicadas en la accion

hipotensora de ambos compuestos

e Caracterizar la respuesta hipotensora a largo plazo:

0]

0]

Verificar la accion hipotensora a largo plazo del 5-MCA-NAT
Elucidar los mecanismos celulares de esta respuesta
Caracterizar la interaccion de esta respuesta con los

farmacos hipotensores actuales.
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IIl. RECOPILACION DE ARTICULOS

Con el fin de facilitar la lectura y comprension de este trabajo, la
informacion ha sido desglosada en funcion de las acciones de estas
substancias a corto plazo (accion aguda con duraciones estimadas en horas) y
efectos a largo plazo (acciones que se prolongan a lo largo de dias). A pesar
de la diferenciacion establecida en este trabajo, que responde Unicamente a
criterios de legibilidad, ambos efectos se sustentan en ultima instancia en el

mismo proceso fisioldgico de disminucion en la formacion del humor acuoso.

No obstante, a pesar de que en ambas acciones la respuesta efectora final
sea equivalente, los mecanismos que desembocan en esta han de ser,
forzosamente, diferentes.De esta forma la recopilacion de articulos atendiendo

a esta division queda dividida como sigue:

e Estudios a corto plazo:

0 “Melatonin Receptors Trigger cAMP Production and Inhibit Chloride

Movements in Nonpigmented Ciliary Epithelial Cells”

e Estudios a largo plazo:

o ‘“Involvement of carbonic anhydrases in the ocular hypotensive effect of

melatonin analogue 5-MCA-NAT”

0 “Regulation of ocular adrenoceptor genes expression by 5-MCA-NAT:

implications for glaucoma treatment”

o0 “Melatonin and Its Analog 5-Methoxycarbonylamino-NAcetyltryptamine
Potentiate Adrenergic Receptor-Mediated Ocular Hypotensive Effects in

Rabbits: Significance for Combination Therapy in Glaucoma”
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Efectos a corto plazo: Articulo 1
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Recopilacién de articulos: Articulo 2

Efectos a largo plazo: Articulo 2
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Efectos a largo plazo: Articulo 3
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Efectos a largo plazo: Articulo 4
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V. DISCUSION

El glaucoma agrupa diversas patologias oculares caracterizadas por
presentar dafio en las células ganglionares de la retina y el nervio oOptico
(Quigley 2011), sin embargo la etiologia desencadenante de esta neuropatia

varia en funcion del tipo de glaucoma.

La Organizacion Mundial de la Salud, con datos recabados en la década de
los 90, estimé que cada afio se diagnostican 2.4 millones de nuevos casos de
glaucoma, con una prevalencia entre el 1.5% y el 2% y un total de 8 millones
de casos de ceguera producidos por esta patologia (Alafidon and Ferreiro 2003).
Se estima que aproximadamente 65 millones de personas sufren esta
patologia, y que alcanzara los 80 millones de afectados en 2020 (Quigley and
Broman 2006). Estos datos sitian a las patologias glaucomatosas como la
segunda causa de ceguera mundial. Los estudios epidemiolégicos en nuestro
pais, arrojan cifras similares en los que la prevalencia se sitia en el 1.81%
(Alafidon and Ferreiro 2003).

El tipo de glaucoma més frecuente es el de &ngulo abierto, que suma el
60% de los casos. Este tipo de glaucoma se caracteriza por presentar una
elevacion anormal de la PIO, que desencadena la neuropatia. La elevaciéon de
la PIO se traduce en una disminucion del aporte sanguineo hacia la retina, y un
aumento en la liberacion de glutamato, promoviendo a su vez un aumento en la
concentracion de radicales libres y el dafio neuronal (Moreno, Sande et al.
2005; Rosenstein, Pandi-Perumal et al. 2010; Almasieh, Wilson et al. 2012).

La estrategia terapéutica mas comun en el tratamiento del glaucoma se
basa en la reduccion de la PIO mediante el uso de farmacos hipotensores. El
arsenal farmacéutico actualmente disponible para el control de la hipertensién
es muy amplio, comprendiendo inhibidores de las CAs, anélogos de
prostaglandinas, beta-bloqueantes, simpatomiméticos y agentes colinérgicos
(Webers, Beckers et al. 2008; Lee and Goldberg 2011; Carta, Supuran et al.
2012). Desafortunadamente, el uso de estos farmacos implica en muchos
casos la aparicibn de efectos secundarios indeseables asociados a su
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utilizaciéon como la visién doble, depresion, nauseas o dificultades respiratorias.
Sumada a esta desventaja, en un porcentaje importante de los pacientes, es
necesaria la combinacién de varios farmacos diferentes para obtener una
disminucién terapéutica de los niveles de PIO, lo que acentda aun mas los

efectos no deseados de la terapia (Crooke, Colligris et al. 2012).

De forma paralela a los inconvenientes terapéuticos ya resefiados, algunos
autores postulan la necesidad de complementar la utilizaciéon de farmacos
hipotensores mediante la administracion de neuroprotectores (Cordeiro and
Levin 2011; Pascale, Drago et al. 2012). En este nuevo horizonte terapéutico la
melatonina y sus derivados podrian suponer una alternativa viable que solvente
los inconvenientes asociados al uso de las terapias clasicas (Pintor, Martin et
al. 2001; Pintor, Pelaez et al. 2003; Crooke, Colligris et al. 2012).

La evidente ventaja que presenta la melatonina en este marco terapéutico
es doble: en primer lugar no se han descrito reacciones adversas evidentes
tras su administracion a dosis que permitan un efecto hipotensor terapéutico
(Ismail and Mowafi 2009), y en segundo lugar, la capacidad de la melatonina y
sus derivados metabdlicos como antioxidantes les confiere un papel
neuroprotector frente al estrés oxidativo (Belforte, Moreno et al. 2010;
Leibowitz, Volkov et al. 2015).

En contraposicion a estas ventajas encontramos que la administracion de
melatonina exdgena conduce a un proceso de desensibilizacion asociado a los
receptores MT; y MT, (MacKenzie, Melan et al. 2002; Gerdin, Masana et al.
2003), lo que puede cuestionar su utilizacibn como farmaco. A diferencia de la
melatonina, algunos analogos como el 5-MCA-NAT no presentan este
fendmeno (Pintor, Martin et al. 2001; Pintor, Pelaez et al. 2003). A este hecho,
debemos afadir que el 5-MCA-NAT ha sido descrito como un hipotensor mas
potente que la propia melatonina (Pintor, Martin et al. 2001; Pintor, Pelaez et al.
2003), y que, como se muestra en la figura 1 B, articulo 2 y en la figura 1
(articulo 3), sus efectos se prolongan en el tiempo, lo que posiciona a esta
molécula como un buen candidato a farmaco en el tratamiento de la

hipertension ocular.
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Para entender las diferencias encontradas entre el 5-MCA-NAT vy la
melatonina, es necesario entender cuales son los mecanismos que

desencadenan estas moléculas en la dindmica del humor acuoso.

Efectos a corto plazo

Como ya hemos reseflado anteriormente, en el proceso de formacion del
HA el paso limitante es la secrecidon de CI hacia camara posterior (ver
introduccidén 2.1. 32 etapa), por lo que éste se plantea como un importante

punto de regulacion (Civan and Macknight 2004).

Nuestros resultados muestran por primera vez (Fig. 1B, articulo 1), como la
melatonina y el 5-MCA-NAT son capaces de disminuir la secrecion de CI" en
células NPE de epitelio ciliar, sugiriendo este mecanismo como el responsable

de los efectos hipotensores de la melatonina y sus analogos.

Analizando més profundamente la modulacion que ejerce la melatonina y el
5-MCA-NAT sobre la secrecion de CI' en células NPE no encontramos
diferencias significativas en el comportamiento de ambas substancias,
atendiendo a la respuesta secretora a diversas concentraciones (Fig. 2 A y B,
articulo 1). No obstante al analizar los datos representados en la tabla 1
(articulo 1) sobre fluorescencia maxima (Fmax), tiempo para obtener la mitad
de la Fmax (ts0) y la velocidad del proceso de secrecion (V), Unicamente la

Fmax muestra diferencias significativas entre ambas substancias.

Este fenOmeno se aprecia mas claramente al observar la evolucién que
siguen las diferentes curvas en la figura 1 (Fig. 1, articulo 1). Los controles
mantienen una curva sigmoidea con un crecimiento inicial exponencial que
rapidamente pasa a mantener una velocidad constante en la perdida de CI;
(zona intermedia de pendiente constante) y finalmente una asintota horizontal
gue se establece cuando las células comienzan el cierre de los canales en
respuesta a una perdida excesiva de CIi. En contraposicién a los controles, las
células tratadas con melatonina o 5-MCA-NAT siguen también una curva

sigmoidea, sin embargo estas no presentan un crecimiento inicial exponencial,
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sino que durante 10 y 14 minutos respectivamente no existe secrecion de CI'.
Tras este intervalo se produce un aumento en la secrecidbn muy similar para
ambas substancias, y que siempre mantiene una pendiente menor que la de

los controles.

Las diferencias existentes en el comportamiento de la melatonina y el 5-
MCA-NAT comienzan a observarse alrededor de los 60 minutos. La curva del
5-MCA-NAT vy la de la melatonina comienzan a diferenciarse. Mientras la
melatonina comienza a igualar su pendiente a la del control y la mantiene
constante el 5-MCA-NAT disminuye nuevamente la velocidad en la secrecion
de CI. Esto implica que la melatonina alcanzard finalmente niveles de CI;
similares a los del control. Por el contrario la curva del 5-MCA-NAT tiende hacia
una asintota horizontal mas baja, es decir una mayor concentracion de Cl que
el control o la melatonina. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
previamente en modelo in vivo, donde la accion hipotensora del 5-MCA-NAT

es mayor a la de la melatonina (Pintor, Pelaez et al. 2003).

Como ya vimos en la introduccion (introduccion 4.3), la mayoria de las
acciones realizadas por la melatonina son mediadas por receptores de
membrana, por lo que es presumible que la modulacién en la secrecién de CI
sea mediada por alguno de los receptores de melatonina ya citados. Varios
estudios sugieren la implicacion directa del receptor MT3; como mediador de los
efectos hipotensores del 5-MCA-NAT (Pintor, Martin et al. 2001; Pintor, Pelaez
et al. 2003). En la misma direccion los estudios de Alarma-Estrany (Alarma-
Estrany, Crooke et al. 2008) situan los receptores MT, y MT3 como mediadores
de la respuesta hipotensora a la melatonina y analogos. Esta misma autora,
cuestiona ademas la identificacion del receptor MT3 como la enzima NQO2
(Alarma-Estrany, Crooke et al. 2009) demostrando que los efectos hipotensores
del 5-MCA-NAT se mantienen tras el silenciamiento de esta enzima. En un
trabajo posterior Vincent (Vincent, Cohen et al. 2010) demuestra la capacidad
del 5-MCA-NAT para actuar como un potente agonista parcial de los receptores
MT,; y MT,, atribuyendo la accién hipotensora de este compuesto a una

respuesta independiente de la enzima-receptor NQO2-MTs.
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En esta misma linea, Dortch-Carnes y Tosini (Dortch-Carnes and Tosini
2013) demostraron que el 5-MCA-NAT era capaz de modular la formacion de
GMP¢, en un proceso mediado por NO e inducido por un receptor MT,,

sugiriendo este mecanismo como el regulador en la formacion del HA.

Todos estos datos, parcialmente contradictorios, parecen enclavar la
accion hipotensora de la melatonina y el 5-MCA-NAT al receptor MT,, si bien
no explican las diferencias en el comportamiento de los diferentes agonistas

descritas en la literatura (ver introduccion 4.3.2).

Nuestros resultados al utilizar los compuestos 4-P-P-DOT y DH-97, por sus
caracteristicas como antagonistas selectivos del receptor MT,, y luzindol como
antagonista no selectivo, muestran que ninguna de las substancias consigui6
revertir el efecto de la melatonina ni el 5-MCA-NAT. Este no es el Unico caso
descrito en la literatura, en el que el luzindol no es capaz de revertir los efectos
de la melatonina o analogos. Santagostino-Barbone et al, ya describieron esta
misma situacion en el afio 2000 (Santagostino-Barbone, Masoero et al. 2000)
desacoplando los efectos de analogos de melatonina de los receptores
MT:/MT,; sin embargo en nuestros resultados la utilizacion del DH-97 y el
luzindol no solo no revertieron el efecto de la melatonina y el 5-MCA-NAT, sino
que los potenciaron (Fig. 3 articulo 1).

Estos datos implican no s6lo que la accién de la melatonina y el 5-MCA-
NAT sobre la secrecion de CI' son mediados por un receptor diferente al
MT,/MT, e insensible a luzindol; sino que ademas su accion es opuesta a
éstos.

La aparente contradiccion que suscitan nuestros datos con los referidos por
Vincent [Vincent et al, 2010] y por Dortch-Carnes y Tosini (Dortch-Carnes and
Tosini 2013) quedan resueltos al realizar un estudio mas detenido de ambos
trabajos. Si bien Vincent (Vincent, Cohen et al. 2010) demuestra que el 5-MCA-
NAT es capaz de activar los receptores MT1 y MT,, sélo sugiere que la accion
hipotensora de este compuesto no mediada por NQO2 se realiza a traves de
estos receptores. En contraposicion a esta hipotesis un trabajo posterior de

Alarma-Estrany (Alarma-Estrany, Guzman-Aranguez et al. 2011) demuestra la
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accion de nuevos analogos de melatonina como hipotensores, algunos de los
cuales son insensibles a luzindol y DH-97, pero sensibles a prazosin,
demostrando su accion a través de un receptor denominado clasicamente

como MTs.

Respecto a los datos expuestos en el trabajo de Dortch-Carnes y Tosini
(Dortch-Carnes and Tosini 2013), éstos demuestran claramente que el 5-MCA-
NAT es capaz de activar los receptores MT, acoplados a la modulacién del
GMPc via NO, sin embargo a diferencia del trabajo anteriormente mencionado,
la identificacion de dicho receptor se realiza mediante el uso de 4-P-P-DOT.
Este antagonista selectivo del MT, ya demostré su capacidad para inhibir la
respuesta hipotensora promovida por el 5-MCA-NAT en los experimentos
realizados por Pintor (Pintor, Pelaez et al. 2003) (ver introduccion 4.4), sin
embargo este trabajo demostr6 un efecto inhibidor mucho mas potente
asociado a la utilizacion de prazosin, que ha sido descrito como antagonista
especifico del receptor MT3. Por otro lado, a pesar de demostrar la accion
moduladora del 5-MCA-NAT sobre la produccion de GMPc via NO, los autores
anicamente proponen este mecanismo como una posible via de regulacion en

la secrecion de HA, por lo que la aparente contradiccion queda resuelta.

Ya que nuestros resultados descartan la implicacion del receptor MT,
como modulador de la inhibicion en la secrecion de CI, estudiamos la
implicacion del receptor putativo MT3; mediante el uso de un antagonista

selectivo de dicho receptor, el prazosin.

Debido a las propiedades fisicoquimicas del prazosin, éste, interfiere con la
técnica espectrofluorimétrica empleada para la medicion del CI' mediante
sonda MQAE. Por este motivo fue necesario el ajuste de la dosis de este
compuesto para impedir la aparicion de artefactos en los resultados. Los
resultados demostraron una reversion parcial del efecto del 5-MCA-NAT vy la
melatonina al utilizar prazosin a una concentracion 1.5 yM, sin embargo, de
forma sorprendente a concentraciones menores el prazosin potencio la accion
del 5-MCA-NAT y de la melatonina (Fig. 4 Ay B, articulo 1).
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El prazosin ademés de haber sido descrito como antagonista selectivo del
receptor MT3 frente a los receptores MT;1 y MT, (Dubocovich 1995), es bien
conocido por sus propiedades como antagonista selectivo de los
adrenoreceptores a; frente a los a, a concentraciones inferiores a las de su
accion sobre el receptor MT3. Para comprobar si el efecto de potenciaciéon
sobre la inhibicion en la secrecion de CI” a estas concentraciones era debido a
su accién sobre los receptores a; se utilizd6 un antagonista selectivo a;, la
corinantina. El uso de corinantina mimetizo el efecto obtenido con el prazosin a
bajas concentraciones, potenciando el efecto del 5-MCA-NAT y confirmando la
accion de los adrenoreceptores a; en la modulacion de la secrecion de CI'. (Fig.
5 A y B, articulo 1). De esta forma, nuestros resultados demuestran que la
modulacién en la secrecion de CI son debidos a un receptor sensible a

prazosin denominado clasicamente MTs.

Si bien para los receptores clonados de melatonina existe una via de
sefalizacion intracelular candnica, esta no ha sido establecida para el receptor
MTs. Diferentes articulos sefialan a la PLC/PKC como via de transduccion de
sefales acoplada a estos receptores (Eison and Mullins 1993; Mullins and
Eison 1994; Nosjean, Nicolas et al. 2001). Nuestros datos muestran sin
embargo que el uso de inhibidores de PLC y PKC no tienen ningun efecto
sobre la accion de la melatonina y el 5-MCA-NAT en la secrecion de CI (Fig. 6,
articulo 1); por lo que descartamos esta via de transduccion como la

responsable de los efectos encontrados.

Dada la complejidad de las vias de sefalizacién atribuidas a estos
receptores y la controversia suscitada por la identidad del receptor MTsg,
decidimos ensayar la via clasica asociada a los receptores de melatonina
clonados, asumiendo que nuestro receptor también presenta una estructura
GPCR. Los resultados muestran que no so6lo no se inhiben los niveles de AMP,
intracelular como sucede en los receptores MT; y MT,, sino que estos
aumentan de forma significativa en respuesta a la melatonina y el 5-MCA-NAT.
Ademas, el aumento de AMP. intracelular mantiene una relacion de dosis-
dependencia con la concentracién de estos agonistas (Fig. 7 B, articulo 1), que
es muy parecida en ambos compuestos, pero mas potente para el 5-MCA-NAT.
Asi mismo, este aumento es mediado por un receptor de melatonina sensible a
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prazosin (Fig. 8, articulo 1). Es interesante el hecho de que estos no son los
primeros resultados que asocian un aumento del AMP. al 5-MCA-NAT. En
2009 un estudio de Sampaio (Sampaio Lde 2009) demostré un efecto similar

en retina de pollo asociado a un receptor de melatonina.

Para comprobar si la respuesta secretora de nuestras células a la
melatonina y el 5-MCA-NAT es mediada por aumentos intracelulares en los
niveles de AMP., se probd la capacidad de la forskolina (activador de la AC)
como inhibidor de la secrecion de CI. Los resultados muestran como la
forskolina es capaz de reducir la secrecion de CI" en nuestro modelo celular
(Fig. 7 A, articulo 1) sugiriendo que esta via de sefalizacion es la responsable
de los efectos de la melatonina y el 5-MCA-NAT. Estos resultados coinciden
con otros ya publicados donde el aumento de AMP. o el uso de forskolina
reducen la PIO a través de una reduccion en la produccion de HA (Caprioli and
Sears 1983; Horio, Sears et al. 1996; Do, Kong et al. 2004).

Los resultados aqui expuestos sugieren que los efectos hipotensores a
corto plazo promovidos por la melatonina y el 5-MCA-NAT sobre la PIO son
causados por la capacidad de estos compuestos de reducir la secrecion de CI
hacia caAmara posterior en las células NPE de los procesos ciliares. Esta accién
es mediada, al menos en parte, por un receptor sensible a prazosin
denominado de forma clasica MT3, y acoplado a un sistema de estimulacion de
la sintesis de AMP.. A este aumento en las concentraciones intracelulares de
AMP. se opondrian los receptores MT,, presentes también en este tipo celular,
y de forma clasica unidos a proteina G;, que serian estimulados por las mismas
substancias. De esta forma, al antagonizar los receptores MT, se produce una
potenciacion de la accion hipotensora de estos compuestos, como se ha

descrito anteriormente.

Efectos a largo plazo

Una de las ventajas mas relevantes del uso del 5-MCA-NAT como

hipotensor frente a la melatonina es su prolongado tiempo de accion. Trabajos
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realizados previamente en nuestro laboratorio en modelo in vivo sugerian esta
nueva accion del 5-MCA-NAT sobre la PIO no presente en el caso de la
melatonina. Los resultados expuestos en este trabajo muestran por primera vez
un efecto hipotensor a largo plazo de un analogo de melatonina, que difiere de
los constatados para la molécula principal (Fig. 1 B, articulo 2 y Fig. 1, articulo
3).

Este efecto prolongado en la accion hipotensora del 5-MCA-NAT es
perceptible durante mas de 5 dias, y estadisticamente significativo durante al
menos 3 dias en nuestro modelo animal, sin embargo los mecanismos
implicados en esta accién no han sido aun elucidados. Este tipo de acciones,
donde los efectos se dilatan a lo largo de un periodo amplio de tiempo, suelen
estar fundamentados en cambios en la expresion de una o varias proteinas
implicadas en el mecanismo de accidén o de regulacion del proceso. La accion
de la melatonina como regulador de la expresion génica ha sido constatada por
diferentes autores (Mayo, Sainz et al. 2002; Anisimov and Popovic 2004), por lo

que éste puede ser el mecanismo responsable de los efectos a largo plazo.

Como se ha expuesto a lo largo de la introduccion de este trabajo son
muchos los mecanismos implicados en la regulacién de la dinamica del humor
acuoso y por lo tanto potenciales dianas del 5-MCA-NAT en su accién a largo
plazo. En experimentos previos realizados en nuestro laboratorio observamos
fendbmenos en los que se daba una inesperada potenciacion de los efectos
hipotensores del Trusop®, en conejos que previamente habian sido utilizados
en estudios con 5-MCA-NAT, por lo que parece logico suponer una relaciéon

entre los efectos antes referidos del 5-MCA-NAT vy la diana de este farmaco.

El Trusop® (Dorzolamida HCI) es un farmaco comercializado para el
tratamiento de la hipertensién ocular y el glaucoma, cuya diana son la CAs.
Como ya hemos visto en la introduccion (introduccion 2.1.1b y 2.1 32 Etapa) las
CAs tienen un papel destacado en la formacion del HA. Teniendo presente este
hecho y la accion a largo plazo mostrada por el 5-MCA-NAT estudiamos el

papel de las CAs como posible diana de esta molécula.
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Los resultados obtenidos (Fig. 2 A, articulo 2) en modelo in vivo en conejos
pretratados con un Unica dosis de 5-MCA-NAT, confirman el efecto potenciador
a largo plazo de esta molécula en la accion hipotensora producida por el
Trusop® Lo mas interesante de esta grafica no es sin embargo esta
potenciacion, sino que la misma no responde al sumatorio de los efectos
hipotensores de ambas substancias, lo que indica que el efecto no es la adicién
de dos efectos independientes, sino interconectados.

La confirmacion de esta interconexion se realizo cuantificando los niveles de
CA 1l y CA Xl mediante inmunotincién de los procesos ciliares de conejos a las
24 horas del pretratamiento con 5-MCA-NAT. Como podemos ver en la figura
2B (articulo 2) el tratamiento con una Unica dosis de 5-MCA-NAT promueve
una importante reduccion de los niveles de ambas enzimas en procesos
ciliares, propiciando que la accién del Trusop® como inhibidor de las CAs sea
mas potente. Este fendmeno es equiparable a un aumento en la concentracién
de Trusop®, ya que al disminuir los niveles de CAs, a igual concentracién de
este inhibidor, se obtiene mas facilmente un punto cercano a la saturacion para

éste compuesto.

Como ya vimos anteriormente en la introduccion, las CAs se encuentran
tanto en células del EP como del ENP. Aunque el mecanismo de accion de las
CAs no ha sido por completo elucidado, algunos autores postulan que las CAs
de NPE tienen un papel mas relevante que las presentes en el PE en el
transporte idénico (Murakami, Sears et al. 1992). Por este motivo decidimos
comprobar la regulaciéon de estas enzimas en modelo in vitro reduciendo su
estudio al ENP. En este sentido, la literatura existente recoge ejemplos de la
accion de la melatonina sobre la expresion de diferentes génes, y también de la
actividad de diferentes enzimas, como las CAs, en otros tipos celulares y
tejidos (Beydemir and Gulcin 2004; Esparza, Gomez et al. 2005), por lo que
este tipo de regulacién podria intervenir en los efectos observados en nuestro
modelo. Con este fin se estudio la regulacion de los genes que codifican para
CA 1l y CA XIlI, por su papel en la dinamica del HA y el glaucoma, y la posible
influencia del 5-MCA-NAT y de la melatonina, como molécula natural, sobre
este sistema. Los resultados obtenidos muestran una importante reduccion en
los niveles de mensajero para ambas isoenzimas a las 24 horas del tratamiento
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con melatonina o 5-MCA-NAT, coincidiendo con los datos obtenidos mediante
inmunotincion en el modelo in vivo. Sin embargo a las 48 horas sélo la CA12
presenta una disminucién estadisticamente significativa, existiendo ademas
una sustancial disminucién en el caso del pretratamiento con 5-MCA-NAT
(reduccién de 6 veces) frente al obtenido mediante el pretratamiento con
melatonina (reduccién de 2 veces) (Fig. 4 A y B, articulo 2). Estos resultados
podrian estar identificando la CA Xll, enzima sobreexpresada en pacientes
glaucomatosos (Liao, Ivanov et al. 2003), como la responsable, al menos
parcialmente, de los efectos a largo plazo identificados en la respuesta

hipotensora mediada por 5-MCA-NAT y ausentes en el caso de la melatonina.

Sin embargo, la existencia de cambios en los niveles de mensajero no tienen
por qué necesariamente traducirse en una variacion de los niveles de proteina.
En nuestro caso pudimos comprobar mediante técnicas inmunocitoquimicas
gue en efecto si se produce una reduccion ostensible de los niveles de estas
isoenzimas, sin embargo la correlacidén con los estudios de expresién génica no
es totalmente certero. Podemos comprobar en la figura 5 (articulo 2), la
reduccion en los niveles de proteina es similar para ambas substancias y en
ambas isoenzimas, en clara contraposicion a los resultados obtenidos a los
mismos tiempos en el estudio de expresion génico. Esta discrepancia es
facilmente comprensible al tener en cuenta el retraso siempre existente entre
los cambios en los niveles de mensajero y el reciclado de la proteina existente,
arrojando datos mas parecidos a los obtenidos en el estudio molecular a las 24
horas.

Las diferencias encontradas en la accion del 5-MCA-NAT y la melatonina en
su efecto a largo plazo (Fig. 1 B articulo, 2 y Fig. 1, articulo 3) y en la
regulacion génica de las CAs (Fig. 4 A y B, articulo 2) sugiere que si bien el
mecanismo de accion para ambos compuestos es parecido éstos no se
corresponden de una forma exacta. Esta situacion es facilmente comprensible
si se asume la existencia de varios tipos de receptores que difieren en la
afinidad por sus diferentes agonistas y se tiene en cuenta la promiscuidad en
las vias de sefalizacion utilizadas por estos receptores (Brydon, Roka et al.
1999; Petit, Lacroix et al. 1999) y explicada previamente en la introduccién
(introduccion 4.3.2.2).
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En cualquier caso los resultados aqui expuestos demuestran una accion
potenciadora a largo plazo de los efectos de un inhibidor de las CAs mediados
por el 5-MCA-NAT vy utilizado frecuentemente en el control de la hipertensién
ocular y el glaucoma. Esta potenciacion se fundamenta en la accion de esta
molécula sobre los niveles de expresion de CA Il y CA XII propiciados en ultima
instancia por la regulacion negativa sobre los niveles de mensajero de estas
isoenzimas. A diferencia de la melatonina, el 5-MCA-NAT consigue una
disminuciéon prolongada y extremadamente significativa de los niveles de CA
12, lo que sugiere que la regulacion de esta isoenzima es, al menos en parte,
responsable de los efectos a largo plazo demostrados para el 5-MCA-NAT, en

contraposicion a la melatonina.

Si bien la implicacion de la CA Xll en los efectos a largo plazo es clara, ésta
no descarta la existencia de otros mecanismos de regulacion génica que
puedan estar implicados en los efectos del 5-MCA-NAT. Un trabajo publicado
en 2007 por Alarma-Estrany et al (Alarma-Estrany, Crooke et al. 2007)
demostré la capital importancia del sistema simpatico en la accion del 5-MCA-
NAT. En estos experimentos, mediante simpatectomia quimica, los autores
consiguen una inhibicion significativa de la acciébn del 5-MCA-NAT,
demostrando la existencia de wuna relacion directa entre los efectos

hipotensores del 5-MCA-NAT vy el sistema simpatico.

Tal y como se resume en la introduccion (introduccion 3.1.1.), los principales
responsables identificados en la regulacion de la produccion del HA son los
adrenoreceptores a2 y 2 (McLaren 2009), lo que los convierte en candidatos

ideales para mediar la accién a largo plazo del 5-MCA-NAT.

Los resultados preliminares muestran claramente cambios significativos en
los niveles de expresién en los genes que codifican para los receptores
adrenérgicos a,a (ADRA2A) y B2, (ADRB2) en células inmortalizadas NPE al ser
tratadas con 5-MCA-NAT. Los datos expuestos en la figura 2 articulo 3,
muestran una disminucion significativa en los niveles de ARNm para ADRB2
constatable tras 24 horas de la adicion del agonista, y que se prolonga durante
al menos 72 horas. De igual forma se puede constatar un aumento en los

niveles de ARNm para ADRA2A tras 24 horas de su estimulaciéon con 5-MCA-
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NAT, alcanzando este aumento significacion estadistica a las 48 horas y

manteniéndose éste durante al menos 72 horas.

Con el fin caracterizar mejor esta respuesta realizamos diferentes
experimentos en modelo in vivo e in vitro comparando la respuesta y las
posibles diferencias entre ambos agonistas. In vitro, tanto el 5-MCA-NAT como
la melatonina varian de forma muy parecida los niveles de ARNm para los
ADRA2A (Fig. 1 A, articulo 4), donde se aprecia un aumento significativo de
estos niveles a las 48 horas del tratamiento para el 5-MCA-NAT, y a las 72
horas del tratamiento en el caso de la melatonina. Dado que los valores
obtenidos para ambas substancias a las 48 horas son muy similares, la
diferencia en la significacion estadistica carece de valor real.

Por otro lado, al analizar los niveles de este receptor mediante
inmunofluorescencia a las 72 horas se pudo constatar que los aumentos en los
niveles de ARNm se tradujeron en aumentos significativos de la proteina
también muy similares para ambas substancias (Fig. 1 A y B, articulo 4). Estos
datos, si bien demuestran una regulacion génica de estos receptores por parte
de la melatonina y el 5-MCA-NAT, posibilitando una respuesta a largo plazo, no
explica las diferencias encontradas a largo plazo entre ambas substancias. En
el mismo sentido, la respuesta inducida en estos receptores parece ser
demasiado lenta en el modelo in vitro para explicar el efecto a largo plazo
observado en modelo in vivo a las 24 horas (Fig. 1, articulo 3 y Fig. 1 B,

articulo 1)

A diferencia de los receptores ADRA2A en los ADRB2 los niveles de
expresion de ARNm disminuyen de una forma significativa a las 24 horas de la
adicion de los agonistas. Ademas, existen diferencias significativas entre el 5-
MCA-NAT y la melatonina, siendo ésta la que produce una disminucion mas
acusada en los niveles de ARNm (Fig. 2, articulo 4). Los datos obtenidos de las
pruebas inmunocitoquimicas demostraron que esta disminucion en los niveles
de mensajero se traducen también en una disminucion en los niveles de
proteina, pero curiosamente no hay diferencias significativas en los niveles de
expresion de proteina entre ambos compuestos, ni el cambio en estos niveles

es equiparable al obtenido a nivel de los mensajeros. Esta misma situacién ha
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sido ya descrita por otros autores en la regulacién de los adrenoreceptores Qg
donde cambios significativos a nivel de mensajero no se correlacionan con
cambios similares de proteina (Coon, McCune et al. 1997). Este hecho puede
deberse a una vida media alta de estos receptores debido a una baja tasa de
reciclado, que contrarrestaria la disminucién en los niveles del mensajero, o a

un aumento de actividad de la maquinaria de traduccion.

Estos datos muestran que los efectos a largo plazo podria seguir un
esquema en dos fases, una inicial durante la primeras 24 horas mediada por la
disminucién de los receptores ADRB2, y una segunda fase en la que se

sumaria un aumento en la expresion de los receptores ADRA2A.

Para comprobar la funcionalidad real de los cambios observados en los
niveles de expresion de estos receptores se realizaron diferentes experimentos
in vivo en los que se estudiaba la accién de la brimonidina (agonista de los
ADRAZ?2) y timolol (antagonista de los ADRB2) sobre la PI1O al instilarse en ojos
pretratados con una Unica dosis de melatonina o 5-MCA-NAT. Los datos
recogidos en la figura 4 (articulo 4) muestran un aumento en la accion
hipotensora del timolol al menos en las primeras 24 horas tras la instilacion de
nuestros agonistas. Este aumento es el esperado en una situacion en la que la
disminucién en los niveles de ADRB2 permite que su antagonista, en este caso
timolol, a una concentracion no saturada bloguee proporcionalmente mas
receptores, mimetizando una situacion en la que se aumentaria la

concentracion del antagonista.

La relevancia de estos datos reside en la importancia que tienen los
antagonistas de los ADRB como farmacos antiglaucomatosos y en el desarrollo
de nuevos substancias que antagonicen estos receptores (Crider and Sharif
2002).

Mas interesantes aun son los resultados al combinar melatonina y 5-MCA-
NAT con un agonista de los receptores a como la brimonidina (Fig. 3 A y B,
articulo 4). En este caso, la potenciacion de los efectos hipotensores de la
brimonidina es extremadamente significativa al menos durante 72 horas tanto

para el pretratamiento con melatonina como con 5-MCA-NAT. Los efectos de
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potenciacion aqui observados se explican facilmente por los aumentos en los
niveles de receptor hallados in vitro (Fig. 1, articulo 4). Al aumentar el nimero
de receptores que pueden ser estimulados por el agonista (brimonidina)

obtenemos una amplificacion final de la sefial hipotensora.

Otra cuestion interesante surge al comparar la similitud existente entre estas
figuras (Fig. 3A y B, articulo 4) y la figura antes mencionada, figura 1 (articulo
3), o la figura 1 B (articulo 1), que representa el efecto a largo plazo del 5-
MCA-NAT. Sin embargo, aunque posiblemente implicadas en la acciéon a largo
plazo del 5-MCA-NAT, estos resultados no explican las diferencias en el

funcionamiento del 5-MCA-NAT y la melatonina.

Otro hecho importante es la correlacion existente en el modelo in vitro y los
resultados de PIO obtenidos en modelo in vivo. A pesar de que nuestras
substancias promueven una disminucion muy sustancial en los niveles de
mensajero de los ADRB2 (Fig. 2 A, articulo 4), convirtiéndolos a priori en
candidatos ideales como hipotensores, estos cambios no se correlaciéon en
cambios en los niveles de proteina (Fig. 2A y B, articulo 4), fendbmeno que ya
ha sido descrito para otros receptores (Coon, McCune et al. 1997). Esta falta
de correlacion se ve refrendada en los experimentos in vivo, donde aunque
existe una potenciacién del efecto hipotensor, ésta es menos acusada y
duradera que la obtenida para los ADRA2A. En éstos, a pesar de que los
cambios en los niveles de mensajero son mucho menores (Fig. 1 A, articulo 4),
parece existir una mejor correlacién con los niveles de proteina lo que se
traduce en una potenciacion del efecto hipotensor ostensiblemente mayor
como podemos ver en la figura 3 Ay B (articulo 4). Estos resultados podrian
estar indicando que pequefas variaciones en los niveles de expresion de los
receptores ADRA2A pueden propiciar grandes cambios en el modelo in vivo, de

una complejidad mucho mayor.

Esta complejidad se pone de manifiesto al analizar la accion del 5-MCA-NAT
y la melatonina sobre los niveles de mensajero en modelo in vivo (Fig. 5 Ay B,
articulo 4) en los estadios iniciales de su accion. La pobre respuesta mostrada
en la potenciacion del efecto hipotensor del timolol a través de los receptores
ADRB2 (Fig. 4 Ay B, articulo 4) se ve refrendada por los datos representados
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en la figura 5 B (articulo 4), donde aunque existe una disminucién en los
niveles de expresion del mensajero para este receptor in vivo, ésta es de

caracter modesto y unicamente significativa en el caso de la melatonina.

De igual forma, los estudios in vivo para los receptores ADRA2A muestran
un aumento en los niveles de mensajero de este receptor (Fig. 5 A, articulo 4)
que coinciden con la potenciacion del efecto hipotensor de la brimonidina (Fig.
3 Ay B, articulo 4). Sin embargo, existen grandes diferencias entre los datos
obtenidos in vitro y éstos. La diferencia mas notable es la disparidad entre los
efectos obtenidos mediante la instilacion de la melatonina frente a los obtenidos
en el caso del 5-MCA-NAT. Mientras éste consigue un aumento
extremadamente significativo en los niveles de mensajero para el ADRA2A, el
aumento producido por la melatonina no alcanza siquiera significacion
estadistica. Esto puede deberse a multiples causas motivadas en ultima
instancia por la complejidad del modelo in vivo. Quizas la mas importante esté
relacionada con los procesos de desensibilizacibn ya mencionados para la
melatonina (MacKenzie, Melan et al. 2002; Gerdin, Masana et al. 2003) y que
no afectan al 5-MCA-NAT (Pintor, Pelaez et al. 2003). Teniendo en cuenta este
hecho, la desensibilizacion no afectaria a las células de nuestro modelo in vitro
ni a las tratadas con 5-MCA-NAT, sin embargo en modelo in vivo la melatonina
inherente a los ciclos circadianos provocaria una desensibilizacion parcial que

se traduciria en la discrepancia observada entre ambos modelos.

La presencia de melatonina en ciclos circadianos podria también explicar la
discrepancia en los tiempos en los que la melatonina y el 5-MCA-NAT
promueven el aumento en los niveles de mensajero para el ADRA2A en
modelo in vivo e in vitro. De esta forma, in vivo la melatonina producida durante
el ciclo de oscuridad estaria aumentando continuamente los niveles de
mensajero para este receptor, en contraposicion, la desensibilizacion ya
mencionada actuaria regulando negativamente este mecanismo, por lo que una
nueva dosis de melatonina exégena apenas aumentaria los niveles de
mensajero de ADRA2A. Sin embargo, tras la adicion del 5-MCA-NAT, para el
cual no se han constatado procesos de desensibilizacién (Pintor, Pelaez et al.
2003), se produciria la estimulacion de un sistema ya preestimulado, elevando
los niveles del mensajero a valores parecidos a los mostrados in vitro a las 72

152



Discusion

horas. Quizas este mecanismo de desensibilizacion sea el responsable en
Gltima instancia de la ausencia de efectos a largo plazo de la melatonina; lo que
podria implicar segun los resultados de la figura 5 (articulo 4) a los ADRA2A
como potenciales mediadores de la respuesta a largo plazo inducida por el 5-
MCA-NAT.

En cualquier caso, y a pesar de la complejidad inherente al modelo in vivo,
podemos afirmar que los datos aportados en estas publicaciones demuestran
el papel de la melatonina y la capacidad de ésta y su analogo el 5-MCA-NAT,
en la regulacion de la expresion de los receptores ADRA2A y ADRB2 y de las
isoformas CA Il y CA XllI en células del epitelio no pigmentado. Como era de
esperar, la existencia de mdltiples puntos de regulacién de procesos tan
complejos como la regulacion génica de estos receptores e isoenzimas o de la
propia dindmica de la P10 dificultan la extrapolacion de conclusiones certeras al

modelo in vivo.

A pesar de este hecho, la importancia de los resultados aqui expuestos se
fundamenta en la capacidad de estas moléculas de potenciar a largo plazo la
accion de otros farmacos hipotensores en un modelo in vivo y mediante la
utilizacion de una Unica dosis (Fig. 2 A, articulo 2 y Fig. 3y 4, articulo 4).
Teniendo en cuenta que en la mayor parte de los tratamientos actuales es
necesaria la administracion en gotas de uno o varios farmacos
antiglaucomatosos al menos una vez al dia (Yeh, Kravitz et al. 2008), las
ventajas de una substancia hipotensora con efectos a largo plazo se hacen
patentes. Este hecho abre las puertas a la posible incorporaciéon al arsenal
farmacéutico contra la hipertension ocular de nuevas substancias que actuen
como potenciadores de farmacos ya existentes, haciendo necesarias dosis mas
reducidas de estos farmacos o eliminando la necesidad de la combinacion de
varios farmacos, y reduciendo por lo tanto los efectos no deseados.

A estas ventajas farmacolégicas debemos afadir la propia accion
hipotensora aguda de estas moléculas sobre la PIO (Fig. 1 A, articulo 2), y la

implicacion de estas en el metabolismo antioxidante.
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V. CONCLUSIONES

Del presente trabajo experimental se extraen las siguientes conclusiones:

1. Tanto la melatonina como el 5-MCA-NAT producen una disminucion
de la secreciéon de CI" en células no pigmentadas inmortalizadas de
epitelio ciliar de conejo, siendo el comportamiento de ambas

substancias muy parecido pero no idéntico.

2. Esta accion sobre la secrecidon de CI' en ambas substancias es
mediada por la accidbn de un receptor sensible a prazosin
tradicionalmente identificado como el receptor de melatonina MTs.

3. La sefial de este receptor se transduce a través de un aumento en las

concentraciones citosolicas de AMP..

4. Tanto la melatonina como el 5-MCA-NAT presentan efectos a largo
plazo, sin embargo soélo el 5-MCA-NAT presenta una reduccion

continuada a largo plazo de los efectos hipotensores.

5. Tanto la melatonina como el 5-MCA-NAT ejercen una accion
reguladora sobre la expresion génica de las anhidrasas carbonicas
AC Il 'y AC XII, que se traduce en una disminucion de los niveles de

estas enzimas

6. Ambos compuestos ejercen también la misma accion génica sobre los
adrenoreceptores 3, reduciendo los niveles de este receptor. De igual
manera estos compuestos promueven un aumento de los niveles de

los adrenoreceptores axa.

7. La melatonina y el 5-MCA-NAT potencian los efectos hipotensores del
Trusop®, inhibidor de anhidrasas carbénicas, el Timolol, antagonista
de los adrenoreceptores 3, y de la Brimonidina, agonista de los
adrenoreceptores a.
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e Melatonin and 5-MCA-NAT reduce chloride efflux in rabbit ciliary non-
pigmented epithelial cells.
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ARVO 2010, Travel Grant Santen Pharmaceutical.

e 5-MCA-NAT reduces carbonic anydrases expression by means of
MT3 melatonin receptors.

Asuncion Peral, A. Crooke, F. Huete-Toral, A. Martinez-Aguilar, P.
Alarma-Estrany, J. Pintor
ARVO 2011.

e Melatonin and its analogue 5-MCA-NAT potentiate the ocular
hypotensive effect mediated by adrenergic receptors: significance for
glaucoma treatment.
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